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This  investigation  was  undertaken  to  further  support  that  the  stored  elastic 
stress regulates the activity of CCT. The effect of 28 different lipidic systems on 










The  effect  of  two  Type  I  amphiphiles  hexadecylphosphocholine  and 
hexadecylammonium  bromide  on  phospholipid  metabolism  of  transfected 
GFP‐HeLa  cells  was  studied  in  vivo.  Membrane  lipids  were  quantified  by 
electrospray ionisation mass spectrometry and cells were sized using a novel 
optical  microscopy  image  analysis  method.  Both  drugs  inhibited  CCT  and 
decreased cell size, thus suppressing phospholipid metabolism as predicted by 
our hypothesis. 
Finally,  a  study  was  conducted  into  whether  the  catalytic  activity  of 
phosphofructokinase  (PFK‐1),  a  major  regulatory  enzyme  of  glycolysis,  is 
regulated via membrane stored curvature elastic stress analogously to CCT. A 
novel  33P  radiochemical  assay  was  developed  and,  for  the  first  time,  PFK‐1 
kinetics  in  the  presence  of  membranes  were  investigated  for  the  bacterium 
Bacillus  stearothermophilus.  Large  unilamellar  vesicles  consisting  in  di‐oleoyl 
phosphocholine/oleic  acid  (50:50)  and  di‐oleoyl  phosphocholine  (100%)  both 
activated the enzyme, as predicted by our hypothesis but less markedly than in 
the case of CCT. 
Overall,  our  studies  have  raised  important  questions  on  how  lipid 
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Figure I.1- Diagram of an animal 






I.1.  Biological membranes: an overview 
I.1.1.  Membranes in cells 
Biological  membranes  have  been  classically  considered  as  asymmetric  bilayer 
walls that encapsulate cells and act as dynamic barriers to the surrounding extra‐
cellular  environment.  They  compartmentalise  cell  organelles  and  provide  cells 
with structural support (Barenholz and Cevc 2000; Hianik 2006). 
The cellular area, including all cell contents except nuclei, enclosed by the plasma 




enough  to  allow  hydration  of  all  cellular 
contents, therefore the cytoplasm is in fact 
a gel (Trevors and Pollack 2005). 
The  cytosol,  cell  cytomatrix,  or  micro‐
trabecular  lattice  is  the  proteinaceous 
matrix  in  which  metabolic  enzymes  are 











Figure I.2- The fluid mosaic model 
as illustrated in original publication 
(Singer and Nicolson 1972). 
 
Figure I.3- Plasma membrane 
MD simulated image (Tieleman, 
Marrink et al. 1997). 
I.1.2.  Biomembranes: models and composition 
According  to  the  fluid  mosaic  model, 
proposed  in  a  historic  publication  by 
Singer and Nicholson some 35 years ago, 










Feigenson  et  al.  1972)  and  deuterium 
magnetic resonance (Seelig and Seelig 1974) 
have  confirmed  the  2D  fluidity  of 
membranes due to hydrocarbon chains being 
less ordered and mobile in the centre of the 
bilayer  than  closer  to  the  lipid‐water 






















simple  fatty  acids,  forming  diacyl  glycerols  (Figure  I.4).  The  phosphate  can  be 
esterified  with  an  amino  acid,  an  aliphatic  amine,  a  choline  residue,  or  a 
carbohydrate residue (Bergethon 1990). Variation in head group esterification, as 
well  as  the  chain  length  and  degree  of  unsaturation  of  the  fatty  acid  chains, 
contribute to the large diversity of possible phospholipid structures. A typical cell 
membrane  consists  of  70  percent  phosphatidyl  choline  (PtdCho),  20  percent 
phosphatidyl ethanolamine (PtdEth), and 10 percent of mainly phosphatidyl serine 
(PtdSer) and phosphatidyl inositol (PtdIns) (Boon and Smith 2002). 
An  example  of  the  phospholipid  nomenclature  used  in  this  thesis  for  the 
compound with two singly unsaturated 18 carbon atom chains and a phosphatidyl 




Figure I.4-  Chemical structure of a typical 
phospholipid; variable group R in head group can 













































Figure I.5- An amphiphile with a 
red hydrophilic head group and 
yellow hydrophobic tail. 
Figure I.6-  PovRay© image of a Lα





that  are  hydrophilic  and  hydrophobic,  or 
lipophobic and lipophilic” (Baron 2001).  
Upon mixing with water, three types of amphiphilic behaviour can occur. At a low 
amphiphile  concentration,  amphiphiles  exist  as  monomers.  Then,  amphiphile 
monomers  spontaneously  form  micelles  at  their  critical  micellar  concentration 
(CMC). Further addition of amphiphiles above the CMC leads to lyotropic liquid 
crystal behaviour, where micelles fuse into larger, more ordered aggregates. These 
aggregates  termed  as  liquid  crystal  phases  are  fluid  and  show  long  range 
orientational order, unlike other liquids. They can be characterised optically by 
cross polarising optical microscopy. Many different phases have been identified, 
but  biological  membranes  adopt  the 
fluid lamellar (Lα), that shows a tightly 
packed infinite three‐dimensional mesh 
(Figure  I.6).  Side‐chains  of  adjacent 
amphiphiles are arranged in two sheets, 









According  to  the  simplest  model  of  hydrophobic  hydration,  when  any  solute 
molecule is dissolved in water a solvation sphere, or clathrate cage, forms around 
it  and  new  hydrogen  and  Van  der  Waals  bonds  are  created  in  an  exothermic 
process  (Frank  and  Evans  1945).  Hydrocarbons  are  hydrophobic,  non‐polar 

















hydrogen  bonding  is  so  large  that  it  drives  the  formation  of  aggregates  in  an 
exergonic process, despite the immiscibility of hydrocarbons in water (Yaminsky 
and  Vogler  2001).  Consequently,  the  hydrophobic  effect  during  formation  of 








Figure I.7- Principal curvatures, c1 and c2 at 
one point on a monolayer, where c1=1/R1 
and c2=1/R2 (Shearman, Ces et al. 2006). 
I.1.3.  Physical properties of membranes 







more  curved.  Curvature  for  any 
point  in  the  monolayer  can  be 
quantified  by  extending  a  normal 
to  the  surface.  The  two  principal 
curvatures,  c1  and  c2,  can  be  thus 














Figure I.8- Classification of lipids according to phase behaviour and curvature as 
(a) Type I with positive curvature forming hexagonal liquid crystal phases, (b) 
Type 0 with null curvature favoring lamellar phases and (c) Type II with negative 








Figure I.9- The lateral stress profile of an 
amphiphile within an aggregate, where α 
is the hydrocarbon zone, β the water-
hydrocarbon interface, and γ the head 
group region. For Type I amphiphiles, 









between  the  head  groups  (Kirk, 
Gruner et al. 1984).  
The spontaneous mean curvature of 
a  monolayer  c0  depends  on  the 
distribution of lateral stresses across 




In  the  hydrocarbon  zone α ,  repulsions  occur  between  the  chains  but  cis 
unsaturation improves lateral packing of the chains and increases the area of α 
(Ollila,  Hyvoenen  et  al.  2007).  In  the  interfacial  region β ,  the  main  force 
contributing  to τ (z)  is  the  hydrophobic  effect.  In  the  head  group  area γ , 







presence  of  lipid  molecules  of  different  typology.  Curvature  frustration  can  be 
quantified  by  the  monolayer  bending  rigidity  κM  of  a  bilayer  and  the  torque 
tension τ, which are related to the lateral stress τ(z)1 by: 







2 1 ) 2 ( 2 / 1 c Ac κ c c c A κ g G o M c     , 
where A is the cross‐sectional area per molecule and κ G the Gaussian curvature 
modulus. Physically this means that a bilayer consisting of two monolayers would 
be  constrained  to  remain  flat,  but  with  an  inherent  stored  elastic  stress, 





I.1.4.  Use of vesicles as models of membranes 




Multi‐lamellar  vesicles  form  when  further  liposomes  are  internalised  inside  a 
liposome.  When  sonicated,  multi‐lamellar  vesicles  are  provided  with  enough 
energy so as to rupture and reform, resulting to small and/or large unilamellar 


















I.2.  Enzymes, membranes and lipids 
Membrane proteins can be integral or peripheral. They are termed as integral, or 






Both  types  of  membrane  protein  show  structural  motifs  in  their  secondary 









themselves  can  be  regulated,  amongst  others  by  lipids  or  by  the  presence  of 
membranes in in vitro assays. Examples of enzymes that have been found to be 






I.3.  General thesis overview 
I.3.1.  In vitro investigation 
I.3.1.1.  CCT 
A carbon‐14 radiochemical assay was used to investigate the effect of 28 different 
lipidic systems on CCT. 
I.3.1.2.  PFK-1 
A phosphorus‐32 assay (Sola‐Penna, dos Santos et al. 2002) was modified for use 
with phosphorus‐33. Conditions were optimised for assaying PFK‐1 from Bacillus 
stearothermophilus  and  a  kinetic  investigation  was  undertaken  in  the  absence  of 
lipids, in DOPC (100%) and in a DOPC/OA (50:50) binary mixture of vesicles. 
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Figure II.1-  Structure of 
phosphocholine (PC). 
II.1.  Introduction 
II.1.1.  Phosphatidyl choline biosynthesis 
Phosphatidylcholine (PtdCho), or lecithin from the Hellenic λέκιθος, is a major 
constituent of cell membranes and was first isolated from egg yolk by Gobley in 
1847  (Chatagnon  and  Chatagnon  1957).  Its 
biosynthetic  pathway  was  first  elucidated  in  the 
1950’s  by  Eugene  Kennedy  at  the  University  of 
Chicago  in  three  historic  papers  (Kennedy  and 
Weiss  1956;  Borkenhagen  and  Kennedy  1957; 
Borkenhagen  and  Kennedy  1959).  The  three 
enzymes involved in this three step pathway are choline kinase (CK, EC 2.7.1.32), 
CTP:  phosphocholine  cytidylytransferase  (CCT,  EC  2.7.7.15)  and  CTP‐choline 
diacylglycerol phosphocholine transferase (CCP, EC 2.7.8.2).  















































































































































Figure II.2- Major pathways of phosphatidylcholine (PtdCho) biosynthesis. Main 
biosynthetic route in eukaryotes is via the Kennedy pathway, catalysed by choline 
kinase (CK), CTP: Phosphocholine cytidylytransferase (CCT) and CTP-choline 
diacylglycerol phosphocholine transferase (CCP). CCT is the rate-determining 
enzyme of that route. A minor route in eukaryotes, but predominant in prokaryotes 
and yeast, is the N-methylation pathway, catalysed by eukaryotic phosphatidyl 
ethanolamine N-methyltransferase (PEMT1 or CHO2) and phosphatidyl N-
methylethanolamine N-methyltransferase (PEMT2 or OPI3). The most recently 
determined route is the PtdCho synthase pathway in prokaryotes. Minor routes in 
eukaryotes by base exchange from other phospholipids and by lyso-PtdCho acylation 
are not shown in this diagram. In fungi, both the Kennedy and N-methylation 




(SAM)  dependent  methylation  of  phosphatidyl  ethanolamine  (PtdEth).  In 
eukaryotes, phosphatidyl ethanolamine N‐methyltransferase (PEMT1, EC 2.1.1.17) 
catalyses the first methylation of PtdEth to monomethyl PtdEth. The latter is then 
methylated  twice  to  form  PtdCho  by  phosphatidyl  N‐methylethanolamine  N‐





phosphoethanolamine  cytidylytransferase  (CET,  EC  2.7.7.14),  is  not  the  rate‐




choline‐dependent  route,  PtdCho  synthase  (EC  2.7.8.24)  catalyses  the  direct 
condensation of CDP‐DAG with choline to form PtdCho. 
In  every  organism,  one  of  the  three  pathways  of  PtdCho  biosynthesis  is 
predominant. Firstly, in higher eukaryotes of kingdoms plantae and animalia, the 
Kennedy CDP‐choline pathway prevails. The exception is in rat and human liver 
cells  that  show  significant  N‐methylation  activity  (Vance,  Walkey  et  al.  1997). 
Solely in eukaryotes, two further minor pathways can yield PtdCho. First, base 
exchange enzymes catalyse the head group exchange of other phospholipids to 
form  PtdCho  (Kanfer  1980).  Second,  lyso‐PtdCho  can  be  acylated  by  1  or  2‐









contained  as  a  membrane  phospholipid  with  the  exception  of  few  highly 
specialised species (Heath, Jackowski et al. 2002). However, in a thorough review 
of PtdCho biosynthesis published by Geiger and co‐workers, it was estimated from 
genomic  data  that  more  than  10  per  cent  of  bacteria  contain  PtdCho  in  their 
membranes (Sohlenkamp, Lopez‐Lara et al. 2003). Most bacterial species, such as 
Rhodobacter  sphaeroides  (Arondel,  Benning  et  al.  1993),  use  the  N‐methylation 
pathway for PtdCho synthesis.  
In  order  to  investigate  further  the  Kennedy  pathway  of  PtdCho  biosynthesis, 
human  cervical  cells  of  the  HeLa  cell  line  were  used  for  the  in  vivo  research 
described in this thesis (see chapter IV). 
II.1.2.  CCT 
In mammals, three protein isoforms of CCT have been isolated: CCTα, CCTβ1 and 




CCT  isoform  gene  expression  is  not  uniform  in  mammalian  tissues.  CCTα  is 






Figure II.4-  CCTα
from S. pneumoniae
resolved at 1.5 Å
(Kwak 2002).  
All  three  isoforms  have  three  functional  domains  in  common:  lipid, 
phosphorylation  and  catalytic  (Figure  II.3).  However,  CCTα  shows  a  nuclear 






al.  1993),  discussion  will  focus  on  that  isoform,  which  has  been  purified  and 
characterised  in  many  different  organisms,  including  yeast  Streptococcus 
pneumoniae (Kwak 2002), eukaryote Plasmodium falciparum 
(Yeo, Larvor et al. 1997), nematode Caenorhabditis elegans 
(Friesen,  Liu  et  al.  2001),  mammalian  liver  from  Rattus 








Figure II.3-The functional domains of the genes coding for (a) CCTα (Wang and 
Kent 1995; Friesen, Liu et al. 2001), (b) CCTβ2 (Lykidis, Jackson et al. 2001) and (c) 
CCTβ1 (Lykidis, Baburina et al. 1999). Diagram adapted from original publication 
(Jackowski and Baburina 2002). 
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Figure II.5-  Mammalian CCTα 
helical domain 1PEH spanning 
residues 267 to 288 (Dunne, 
Cornell et al. 1996).  
Each 367 amino acid monomer has a molecular weight of approximately 42 kDa in 
the  presence  of  either  Triton  X‐100  micelles  or  lipid  vesicles  (Cornell  1989). 
However, oligomerisation is not dependent on membranes as the dimer interface 
includes only the nuclear localisation and catalytic domains (Xie, Smith et al. 2004) 
The  mammalian  CCTα  site  of  reversible 
binding  with  membranes  has  been  identified 
as  an  11‐residue  repeat  motif  on  an  78  Å 
amphipathic α ‐ helix  in  the  region  from 
residues  236 to  293  (Kalmar, Kay  et al.  1990; 
Johnson  and  Cornell  1994;  Dunne,  Cornell  et 
al. 1996), which can be partially immersed into 
one  of  the  two  leaflets  of  a  lipid  bilayer 
(Johnson,  Aebersold  et  al.  1997).  CCTα 
membrane  association  causes  transition  of  the  corresponding  peptide  from  a 
random coil to the amphipathic α‐helix (Johnson and Cornell 1994; Dunne, Cornell 
et al. 1996; Johnson, Rao et al. 1998). Many studies have shown that although the 




biosynthesis  (Kent  1990;  Vance  1990;  Tronchere,  Record  et  al.  1994).  Finally, 
truncation of the α‐helical domain leads to CCTα inhibition (Yang, Boggs et al. 
1995;  Friesen,  Campbell  et  al. 1999;  Lykidis,  Jackson  et al.  2001),  suggesting an 
activating role  for the membrane binding domain.  
The  CCTα  catalytic  mechanism  involves  the  formation  of  a  penta‐coordinate 




II.1.3.  Regulation of CCTα activity 










class  of  proteins  that  are  not  distinctly  cytoplasmic,  integral  or  peripheral,  and 
includes phospholipase A2 and protein kinase C (Johnson 1999). CCTα is part of a 
sub‐group  of  amphitropic  proteins,  whereby  membrane  interaction  mediates 
catalytic activity via an amphipathic α‐helix (Cornell and Taneva 2006). 
CCTα  ambiquiticity,  or  amphitropism,  and  the  role  of  membrane  binding  on 
enzyme activity and PtdCho biosynthesis have been the subject of considerable 











II.1.3.1.  Lipid independent mechanisms 
II.1.3.1.1.  The translocation hypothesis 





CCTα  was  catalytically  activated  when  bound  to  cellular  membranes,  but 
remained inactive in the cytoplasm, which acted like a protein reservoir (Pelech, 











complex  and  recent  hypotheses  of  lipid‐dependency  and  phosphorylation. 






II.1.3.1.2.  Regulation by phosphorylation 
CCTα regulation by dephosphorylation of the carboxyl terminal domain (Figure 
II.3)  is  the  main  lipid  independent  hypothesis  in  the  literature.  In  rat  CCTα, 
phosphorylation  sites  have  been  identified  on  a  strip  of  19  serine  amino  acid 
residues  terminating  on  the  carboxyl  terminus  (Macdonald  J.  I.  S.  and  Kent  C. 
1993). The carboxyl or phosphorylation domain can interact with lipids  but not in 
the same manner as the membrane binding domain, being only affected by anionic 





According  to  this  hypothesis,  hyperphosphorylation  of  the  carboxyl  terminal 
domain  triggers  deactivation  of  the  enzyme,  while  dephosphorylated  CCTα  is 
catalytically active (Pelech and Vance 1982). First indications for this hypothesis 
came  from  a  potential  correlation  of  CCTα  and  protein  kinase  C  (PKC),  since 
cAMP  and  its  analogues  are  inhibitors  of  PKC.  Results  that  cAMP  analogues 





(Watkins  and  Kent  1991)  hyperphosphorylated  the  enzyme  and  caused  its 





However  phosphorylation  is  not  necessary  for  binding  to  membranes.  Later 
studies  using  solely  oleic  acid  indicated  that  CCTα  first  translocates  from  the 
cytoplasm,  then  associates  with  membranes  and  lastly  is  dephosphorylated 
(Houweling,  Jamil  et  al.  1994).  Also,  site‐directed  mutagenenis  of  the  serine 
residues  replacing  them  with  alanine  caused  a  ten‐fold  increase  to  CCTα 
translocation on membranes and a eight‐fold increase in enzyme activity (Wang 
and Kent 1995).   




















II.1.3.2.  Lipid-dependent mechanisms 
As discussed in section II.1.2, CCTα activity is dependent on the presence of lipids, 
with evidence that fatty acids stimulate CCTα first produced in the 1960s (Fiscus 
and  Schneider  1966).  Two  hypotheses  have  been  since  proposed  for  the  lipid‐

























Figure II.6-  Two modes of CCTα
interaction with membranes according
to the electrostatic hypothesis. In (a)
the CCTα  homodimer interacts with
one LUV while in (b) a cross-bridge
forms between separate vesicles. M is
the membrane domain, N/C the N-
terminal and catalytic domain and P
the phosphorylation domain. Diagram
reproduced from original publication
(Taneva, Patty et al. 2005). 
II.1.3.2.1.  The electrostatic hypothesis 
In  membranes,  electrostatic  interactions  can  create  catalytic  sites  by  localised 
charge accumulation, affect molecule recognition and transport, as well as cause 
conformational  changes  to  interacting  molecules  (Cevc  1990).  Although  the 




classically  used  model  to  predict  the  electrostatic  potential  on  the  membrane 
surface. It models charges confined on an infinitely narrow flat surface and relies 
on a simple Poisson‐Boltzmann equation where ion distribution is controlled by 
coulombic  forces.  Interfacial  structure,  hydration  effects  and  non‐electrostatic 
interactions are neglected. Modern theories include a modified Poisson‐Boltzmann 
equation  where  interionic  interactions 
but  a  universal  theory  of  membrane 
electrostatics is not available as of yet. 























Triton  X‐100  mixed  micelles  and  supported  this  hypothesis  (Cornell  1991). 























to  modulate  CCTα  membrane  association,  and  in  consequence  affect  catalytic 
activity.  Each  lipid  type  is  predicted  to  have  a  different  lateral  stress  profile 
depending  on  its  chemical  structure  (Figure  II.6)  comparing  di‐oleoyl‐











Figure II.7- Lateral stress profiles for ( ) DOPA (PA18:1/18:1) (a), ( ) DOPC 
(PC18:1/18:1) (b) and ( ) DSPA (PA18:0/18:0) (c), where α is the hydrocarbon 









































workers  (Attard,  Templer  et  al.  2000).  They  suggested  that  the α ‐ helix  in  the 
membrane binding domain of the enzyme becomes submersed into an amphiphilic 
monolayer, relieving part of the membrane curvature elastic energy, gc, for Type II 
amphiphiles  (Figure  II.7).  For  a  membrane  containing  Type  II  di‐oleoyl‐
phosphatidyl ethanolamine (DOPE, PE18:1/18:1), it was calculated that 19 or more 
lipids would become relaxed due to a single molecule of CCTα partitioning into 
the  membrane.  The  latter  would  be  a  very  significant  contribution  to  the  total 
stored  elastic  stress, τ ,  of  the  bilayer.  However,  gc  cannot  be  released  for 
membranes  containing  Type  I  amphiphiles  due  to  their  cross‐sectional  area,  A. 
Consequently,  the  stored  elastic  stress  hypothesis  proposes  that  the  sign  and 
magnitude  of τ  modulates  membrane  association  and  thus  catalytic  activity  of 
CCTα. 
 
Figure II.8- Diagram summarising the stored elastic stress hypothesis for CCTα. 
Type II lipids activate CCTα by increasing τ in the monolayer, while Type I have 
the opposite effect. This is because insertion of the α-helix through CCTα 
partitioning to membranes allows the hydrocarbon chains to splay, contributing 
negatively to τ and therefore relieving the stored elastic stress.  Consequently, 
partitioning of the helix into the bilayer is energetically more favourable for 












the  monolayer  at  the  interface  and  c0  is  the  spontaneous  curvature  of  the 
monolayer  (see  section  I.I.3).  This  gc  is  smaller  than  the  total  stored  elastic 
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to  enzyme  partitioning,  n  is  number  of  amphiphiles  surrounding  the  binding 
domain,  kB  is  the  Boltzmann  constant  and  T  is  temperature.  Then,  the  relative 
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At  the  time  of  writing  this  thesis,  it  is  extremely  hard  to  measure  gc  for  an 
amphiphile. Therefore, exact juxtaposition of experimental enzyme assay results 
and theoretical predictions is not easily achieved.  












simulation  studies  is  extremely  complex  because  the  stored  elastic  stress  of  a 
bilayer cannot be measured experimentally. 
Helix  formation  for  peptides  in  membranes  has  been  shown  to  be  entropically 
favourable  suggesting  it  is  a  driving  force  for  protein  membrane  binding 
(Wieprecht,  Apostolov  et  al.  1999;  Wieprecht,  Beyermann  et  al.  2002).  Studies 
probing membrane surfaces by deuterium NMR (Watts 1988) have showed that 







From  early  experiments  on  rat  liver  CCTα, it  has  been  shown  that  addition  of 
appropriate  phospholipid  mixtures  is  required  for  maximal  catalytic  activity 








applies  since  each  protein  subunit  of  the  homodimer  or  homotetramer  can  be 
laterally  arranged  on  top  of  the  bilayer  with  all α ‐ helical  domains  protruding 
down into the membrane.  
Consequently,  the  stored  elastic  stress  hypothesis  can  be  used  to  explain  all 
available  experimental  evidence  in  the  literature.  However,  a  more  consistent 
study of a range of Type II, 0 and I amphiphiles with variable degrees of charge 

















it  has  been  hypothesised  that  calmodulin  may  infer  some  regulatory  role  in 
PtdCho biosynthesis.  
All aforementioned hypotheses involved CCTα control at the cellular level. On the 
other  hand,  evidence  of  CCTα  modulation  at  a  transcriptional  and  post‐




















II.2.  Experimental 
II.2.1.  Materials 
The majority of the phospholipids were purchased from Avanti Lipids (Alabama, 





expressed  and  purified  by  the  Suzanne  Jackowski  Group  at  St.  Jude  Children 
Research Hospital (Memphis, USA). TLC plates used were 20 by 20 cm, of silica gel 
with  fluorescent  indicator  UV254  from  Machery  Nagel.  The  ACS  Scintillation 
Cocktail and phosphoryl [methyl‐14C] choline (1.85 MBq, 50 μCi) were purchased 
by Amersham Biosciences (Buckinghamshire, UK). 
II.2.2.  Methods 
II.2.2.1.  Preparation of LUVs 













II.2.2.2.  Radiochemical Assay 
A radiochemical enzyme assay was performed in triplicate for each amphiphile 






Before  the  assay,  the  appropriate  volume  from  the  0.44  mg/mL  solution  was 
diluted with buffer (197.3 mM Bis Tris, 13.5 mM MgCl2 of pH 7.0 at 37 °C) to a final 
CCTα concentration of 0.1056 mg/ mL. 






three  31.5 μ L  aliquots,  for  the  purposes  of  the  triplicate  experiment.  Then,  the 














































































Figure II.9- Plot of CCT percentage conversion as a function of time (Assay 7) in 
DOPC/OA (50:50) vesicles.  
CCTα  percentage  conversion  reached  a  plateau  at  approximately  20  percent 
between 12 and 20 minutes in DOPC/OA (50:50). The presence of OA has been 
shown  to  cause  maximal  catalytic  activity  for  CCTα  both  in  the  literature 
(Weinhold,  Rounsifer  et al.  1986;  Cornell 1991;  Jamil,  Hatch  et  al. 1993) and  in 
unpublished  results from  our lab.  Also, a DOPC/OA  (50:50) composition is the 
maximum OA composition that can be used because phase separations occur in 
more  OA  present.  Thus,  a  15  minute  incubation  time  is  adequate  in  order  for 




II.4.  Effect of Type II amphiphiles on CCTα 
The effect of 28 different amphiphiles in binary LUV systems in DOPC on enzyme 
activity  was  investigated  using  a  carbon‐14  PC  CCTα  radiochemical  assay 
(Experimental in section II.2). A challenge for in vitro CCTα studies is the presence 
of  lipid  contaminants  in  the  enzyme  either  from  endogenous  lipids  in  crude 



















































II.4.1.  Hydrocarbon chain changes 



































































































































































Figure II.12- Plot of CCT relative activity to 100% DOPC against molar % of 














et  al.  2003).  OA  is  harder  to  compare  as  it  is  not  a  phospholipid,  lacking  the 
phosphate head group, but a fatty acid with only one cis C18:1 chain. However, it 
DOPC/OA  LUVs  have  been  shown  to  form  inverse  hexagonal  phases  due  to  














Although  anionic  DOPA,  OPA  and  DPPA  activated  CCTα,  the  electrostatic 
hypothesis  argument  of  charge  is  not  supported  by  this  evidence  since  three 




































































II.4.1.1.2.  Phosphatidyl serine head group 


























































































































Figure II.15- Plot of CCT relative activity to 100% DOPC against molar % of 
amphiphile X in DOPC: X vesicles. Chapter II        M.‐N. Tsaloglou        Regulation of CCTα by membrane lipid composition 
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does  not  follow  their  typology  trend  and  does  not  support  the  hypothesis. 











and  PS  head  groups.  In  fact,  our  own  phase  studies  on  DOPC/DOPS  in  assay 
buffer and phosphocholine showed the formation of inverse hexagonal phase in 
mixtures with more that 35 molar percentage of DOPS. 
The  fact  that  all  three  anionic  amphiphiles  activated  the  enzyme  supports  the 
electrostatic hypothesis. Unfortunately, their very different activation trends of a 



















CH3 CH3 CH3 CH3










II.4.1.1.3.  Phosphatidyl ethanolamine head group 








































































































































Figure II.18- Plot of CCT relative activity to 100% DOPC against molar % of 























Figure II. 19-  Chemical structures for (POG, 16:0/18:1), (SAG, 18:0/20:4)  and 
(DOG, 18:1/18:1). 






















































The  stored  elastic  stress  hypothesis  is  not  supported  by  results  for  DAGs. 
However, formation of cubosomes hinders data analysis since LUVs forming do 
not have the expected size and composition. The experimental method must be 






















































































































Figure II.22- Plot of CCT relative activity to 100% DOPC against molar % of 
amphiphile X in DOPC: X vesicles. Chapter II        M.‐N. Tsaloglou        Regulation of CCTα by membrane lipid composition 
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Results  for  both  SM  and  DPHPC  are  in  line  with  the  stored  elastic  stress 
hypothesis. The electrostatic hypothesis is supported by the SM data, since as an 
uncharged species, it did not activate the enzyme, but contradictory, DPHPC, with 

























































































































Figure II.25- Plot of CCT relative activity to 100% DOPC against molar % of 














O HC H 3
Figure II.26- Chemical structures for C18:0 and C18:1 CER. 













how  introducing  unsaturation  in  an  otherwise  identical  structure,  can  change 
lyotropic liquid crystal behaviour and in consequence modulate CCTα catalytic 
activity. 














































































































Figure II.28- Plot of CCT relative activity to 100% DOPC against molar % of 
amphiphile X in DOPC: X vesicles. Chapter II        M.‐N. Tsaloglou        Regulation of CCTα by membrane lipid composition 
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II.4.2.  Head group changes 
II.4.2.1.1.  Di-oleoyl chain 
Amphiphiles DOPA, DOPS, DOPE and DOG all show two di‐octadecanoyl, or di‐
oleoyl  chains.  For  chemical  structures,  see  Figures  II.10,  II.13,  II.16  and  II.19, 
respectively. Therefore, their hydrocarbon chain cross sections should be identical, 






DOPE  are  zwitterionic.  Steric  repulsions  will  occur  between  the  anionic  head 
groups  in  a  monolayer,  increasing  the  head  group  cross‐sectional  area  even 
further.  Consequently,  all  four  amphiphiles  would  be  Type  II,  but  in  order  of 
increasing Type II character DOPC would show the least, then DOPE, DOPS and 
DOPA and DOG. 
Our  data  showed  that  DOPA  is  by  far  the  most  CCTα  activating,  followed  by 
DOPS, then DOPE (Figures II.29‐30). DOG showed a maximal activity at the 2 mole 
percent fraction but then activity fell sharply, as discussed in II.3.1.1.3.  
These  data  support  the  stored  elastic  stress  hypothesis  since  all  four  Type  II 
amphiphiles activated the enzyme, and in fact following their exact order of Type 

























































































































Figure II.30- Plot of CCT relative activity to 100% DOPC against molar % of 
amphiphile X in DOPC: X vesicles. Chapter II        M.‐N. Tsaloglou        Regulation of CCTα by membrane lipid composition 
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Figure II.32- Plot of CCT relative activity to 100% DOPC against molar % of 
amphiphile X in DOPC: X vesicles. Chapter II        M.‐N. Tsaloglou        Regulation of CCTα by membrane lipid composition 
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II.4.2.1.3.  Diphytanoyl chain 
DPHPE and DPHPC both illustrate the characteristic phytanyl chain, as seen in 
Figures  II.16  and  II.23,  respectively.  The  latter  highly  branched  chain  is 
predominant in membrane lipids of hyperthermophilic archaebacteria that grow 
optimally at 80 to 105 °C (Minamikawa and Hato 1997). Interestingly, ether‐linked 
phytanyl  phospholipid  analogs  have  been  found  to  cause  apoptosis  in  human 
HL60 cells (Hoffman, Stanley et al. 1984). 
In their lateral stress profiles, α would be equal but γ should be larger for DPHPC 
due  to  its  larger  PC  head  group.  Since  DPHPC  is  anionic  compared  to  the 
zwitterionic DPHPE, steric repulsions will occur between the DPHPC monomers 
in a monolayer. Also, DPHPC should have α identical to DOPC, but γ larger since 





























































































































Figure II.34- Plot of CCT relative activity to 100% DOPC against molar % of 





Figure II.35- Chemical structures for DES and DESP.
H O H
NH2 H
















































































































































Figure II.37- Plot of CCT relative activity to 100% DOPC against molar % of 











Overall,  DES  and  DESP  are  good  candidates  for  phase  studies,  since  phase 






















































































Figure II.38- Chemical structures for CHOL, C8:0 DG, C6:0 PG and O COA.






































































































































































Figure II.40- Plot of CCT relative activity to 100% DOPC against molar % of 









































II.5.  Effect of  Type I amphiphiles on CCTα 
Five Type I amphiphiles, that would preferentially form hexagonal liquid crystal 
phases (see section I.1.3), were assayed in LUVs or in micelles. 
II.5.1.  LUV tertiary systems 









































































































































Figure II.43- Plot of CCT relative activity to 100% DOPC against molar % of X in 










stress  hypothesis,  since  it  is  a  Type  I  amphiphile.  However,  SDS  has  shown 
spurious results in past experiments in our lab (Dymond and Fagone, personal 
communication).  Also,  the  dodecyl  sulphate  cation  on  SDS  could  potentially 
bridge  with  magnesium  anions  in  the  assay  buffer,  in  similar  fashion  to  OPS. 
DHDMAB  had  a  deactivating  effect  contradictory  to  the  stored  elastic  stress 





















CMC of CTAB 





























Figure II.44- Values for CMC of CTAB from the literature. 
 
CMC of SDS 



























































































affect  CCTα  activity,  which  is  completely  against  the  charge  argument  of  the 












II.6.  Conclusions and further work 







Typology  Head group 
charge 
Head group pKa  Thesis relevant pages  
 

























C18:0 CER  II  Neutral  N/A  pp. II.42‐43 
C18:1 CER  II  Neutral 














Figure II.47- Reference table summarising all lipidic systems studied. Typology 





Figure II.48- Ranking tables of relative activity (S) to 100% DOPC for investigated
systems at 5, 10, 15, 20, 30 and 40 mole% in DOPC, expect for SDS, CTAB, HDPC,
C16EO8 and DHDMAB where activity is relative to DOPC/DOPE (80:20). Annotated
values with asterisk have been estimated by extrapolation of trend lines, while cells in
















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































COA  all  promoted  enzyme  catalysis  and  followed  the  order  of  their  semi‐
quantitative Type II character as presented in result discussion. Unfortunately, it is 
harder to assess typology for C6:0 PG and C8:0 DG, but both appeared to activate 






Type  I  amphiphiles  CTAB,  HDPC,  C16EO8  and  DHDMAB  all  inhibited  CCTα 





















hypothesis.  In  fact,  DPHPE  was  one  of  the  strongest  activators  of  the  25 
amphiphiles. Similarly for CHOL, OA, DOG, POG, SAG, DES, C18:0 and C18:1 
CER.  Zwiterionic  DPHPC  also  very  potentlty  promoted  CCTα  catalysis.  

























nodes  of  regulation.  A  potential  candidate  is  monogalactosyl  diacyl  glycerol, 
ubiquitous  in  plant  chloroplasts  but  absent  in animal  membrane,  hence  just its 
effect  as  an  amphiphile  could  be  assessed.  Also,  ternary  and  quaternary 
amphiphile  systems  could  be  studied  in  order  to  move  closer  to  the  natural 
complexity of biological membranes. Finally, charged latex beads could be assayed 
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Figure III.1-  Henrietta 
Lacks (1920-1951). 
III.1. Background 
III.1.1.  In vivo studies of metabolism 
III.1.1.1.  Use of mammalian cell lines 
Cell  cultures  have  been  employed  since  the  turn  of  the  century  to  investigate 







This  immortal  line  of  human  negroid  cervix 
epitheloid carcinoma cells was derived from cervical 




the  patient’s  consent,  HeLa  cells  have  been  used 
extensively  in  cancer  research  ever  since,  and  are 
commercially available to purchase with none of the 
profits  being  awarded  to  Henrietta  Lacks’s 
descendants (Masters 2002). 
The  most  important  advantage  of  the  HeLa  cell  line  is  resilience  since  it  was 
originally derived from a rare high‐grade adenocarcinoma. HeLa cells can grow 




Figure III.2- The H2B-GFP 
chimeric protein. GFP tag is fused 
to the carboxyl terminal of the 
human histone H2B. Diagram 
adapted from original publication 
(Kanda, Sullivan et al. 1998). 
N H2B C GFP





time  as  cells  have  to  be  detached  by  means  of  a  lytic  protein,  trypsin,  or  by 
scraping. Both methods can potentially introduce variability to the results that is 
not based on the tested parameter studied, for example incubation with a drug.  
More  recently,  the  line  has  been 
genetically modified to include the green 
fluorescence  protein  (GFP)  gene  of  the 
jellyfish Aequorea victoria fused to human 
histone H2B, without affecting either cell 
morphology  or  growth  rate  (Kanda, 
Sullivan et al. 1998).   Cells  then  emit a 
stable green fluorescent signal at 509 nm with a shoulder at 540 nm (Chalfie, Tu et 
al.  1994).  Therefore,  DNA‐specific  stain  dyes,  such  as  4,6‐diamidino‐2‐phenyl‐
indole (DAPI), are not required to visualise cell nuclei, since the fluorescence can 
mark nuclear chromatin in living cells. This alternative to traditional labelling of 













































 The  four  stages  of the  cell  cycle,  illustrated  in  Figure  III.4,  are  the  Gap‐1 (G1), 
synthesis (S), Gap‐2 (G2), mitosis (M) and Gap‐0 (G0) phases. During the first stage, 
lipid synthesis and degradation are at their highest turnover (Jackowski 1996). It 
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Figure III.4- The eukaryotic cell cycle. 
Phase contrast image of MDCK cyst 
courtesy of G. Charras.   
Figure III.5- A rough prediction of the new PC 











different  species  remains  constant 







In  G2  phase,  the  cell 
approximately  doubles  in  size 
and protein synthesis occurs. A 
cessation  of  phospholipid 
metabolism  occurs  during  G2 
and M phases. Neither synthesis 
nor  degradation  of  lipids  has 



















cycle  in  L‐mimosine  synchronised  HeLa  cells  by  flow  cytometry.  Preliminary 
results  have  showed  that  L‐mimosine  achieves  approximately  80  percent  G1/S 
synchronicity  in  the  cells  and  that  the  cell  cycle  in  HeLa  lasts  about  21  hours 
(Hague  2007).  G1  was  mapped  occurring  in  the  first  three  hours  post 
synchronisation, as this blocking agent arrests cells at the G1/S barrier. S phase was 
observed between six and nine hours, and to a lesser amount at 12 hours post 














phosphocholines  (APCs) that are  characterised by  their  cytostatic and  cytotoxic 
effects  on  cancer  cells  (Berkovic  1998).  APCs  are  part  of  a  wider  group  of 




lipids  such  as  PtdCho  and  PhoEth  (Wieder,  Reutter  et  al.  1999).  HDPC,  in 








the  detergent  properties  of  HDPC,  nor  to  a  decrease  of  choline  uptake  and 























its  chemical  structure  is  very  similar to  that  of  HDPC  (Figure  III.6).  They  both 
preferentially form hexagonal phases as shown from phase studies (Dymond et al 
2008, submitted). Thus, according to the stored elastic stress hypothesis (see section 
II.3.2.2),  they  should  show  Type  I  behaviour  and  inhibit  CCT  by  decreasing 
membrane  stored  elastic  stress.  Our  results  (see  Section  II.4)  have  in  fact  also 
shown  that  CTAB  inhibited  in  vitro  CCT  activity,  as  did  HDPC.  Therefore,  the 


























Figure III.6- Chemical structures for Type I amphiphiles (a) CTAB and (b) HDPC. Chapter III   M.‐N. Tsaloglou    Effect of Type I amphiphiles on HeLa PtdCho metabolism 
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III.1.2.  Regulation of lipid metabolism and membrane stored 
elastic stress 
The  cytotoxic  effect  of  a  range  of  ALPs  to  a  different  cancer  cell  line,  human 
leukaemia  HL60,  and  their  role  in  lipid  metabolism  has  been  previously 
investigated  in  our  research  group  (Dymond  2001).  Cationic, anionic,  non‐ionic 
and zwitterionic amphiphiles were synthesised and confirmed of Type I behaviour 




in  the  presence  of  compounds  with  the  most  pronounced  Type  I  character,  in 
concentrations  well  below  the  critical  micellar  concentration  (CMC).  This  effect 
was thus not due to detergent action of the amphiphiles. Results were in line with 
















III.2. Quantitation of lipid species by mass spectrometry  
In this chapter, ESI‐MS was used to quantify membrane lipids of HeLa cells treated 















phospholipids  mainly  due  to  difficulties  with  the  formation  of  gas  phase  ions 
(Fenn,  Mann  et  al.  1989).  However,  a  quantitative  method  for  detecting 
phospholipid species by ESI‐EMS and stable isotope labelling has been reported 
and was employed in our experiments (Hunt and Postle 2006). Most importantly, 
this  technique  uses  non‐physiological  phospholipids  as  appropriate  internal 







Figure III.7 – Microscopy snapshots of GFP- HeLa cells treated with CTAB 
by (a) phase contrast and (b) inverse fluorescence microscopy. 
(a)  (b) 
III.3. A novel method of cell sizing by image analysis 
Phospholipid  biosynthesis  and  subsequent  incorporation  of  the  lipids  into 
membranes are essential to maintaining cell size in dividing cells. Information on 
cell  size  can  thus  aid  understanding  lipid  metabolism  during  the  cell  cycle. 
Consequently, sizing was performed to HeLa cells to complement cell cycle study 
in addition to lipid quantitation by ESI‐MS. 




Electrical  cell  counting  and  sizing  of  mammalian  cells  in  suspension  is  also 









In  order  to  satisfy  the  specific  requirements  of  our  experiments  and  lack  of 
apparatus measuring in our size range, a novel method of sizing live cells using 













cell line, has been  sized at approximately 11.5 μm by  resinless section  electron 
microscopy (Zink, Fischer et al. 2004). 























Figure III.9- Microscopy snapshots of HeLa cells used for nuclei sizing by 




III.4. Experimental  
III.4.1.  Materials 
D‐MEM medium, Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS), phosphate buffer saline 
(PBS),  penicillin/streptomycin,  foetal  bovine  serum  (South  American  origin), 
Virkon  and  trypsin  were  purchased  from  Invitrogen  Ltd  (Paisley,  UK).  All 
solvents,  namely  water,  chloroform,  methanol,  ammonia,  and  1‐butanol,  were 
purchased at HPLC grade purity from Sigma Aldrich UK. 
The  genetically  modified  HeLa  cells  containing  the  GFP  gene  were  kindly 
provided from the Zink laboratory, Department of Biology, University of Munich, 
Germany (Zink, Sadoni et al. 2003). 
Lipids  used  for  MS  standards:  1,2‐diarachidoyl‐sn‐glycero‐3‐phosphocholine 
(DAPC)  and  1,2‐dimyristoyl‐sn‐glycero‐3‐phosphoethanolamine  (DMPE)  were 
purchased  from  Avanti  Polar  Lipids  (USA).  Choline  (d9)  chloride  N,  N,  N‐
trimethyl  was  from  CND  isotopes  (UK).  HDPC,  CTAB,  myristyl  trimethyl 
ammonium bromide (HDPC MS standard) and tetradecyl trimethyl ammonium 
bromide  (CTAB  MS standard) of  the  highest available purity were from  Sigma 
Aldrich (Dorset, UK). 
Sodium  chloride  (biological  grade),  0.4%  Trypan  blue  solution  and  sodium 
ferrothiocyanate  were  from  Sigma  Aldrich  (Dorset,  UK).  L‐mimosine  was  from 





III.4.2.  Methods 






































III.4.2.3.  Addition of mass spectrometry internal standards 
Known  amounts  of  non‐physiological  lipids  1,2‐di‐arachidoyl  phosphatidyl 
choline (DAPC) and 1,2‐di‐myristoyl phosphatidyl choline (DMPE) were used as a 















of  was  loaded  into  a  spray  capillary  by  direct  injection  with  a  flow  rate  of  5 
μL/min.  The data was  collected  by ESI‐MS  on a  lipid‐dedicated Quatro Ultima 
triple quadruple mass spectrometer (Micromass, Wytheshaw, UK).  
Fragment  Current  
Energy (eV) 
Cone Voltage 
  (V)  Range (m/z) 
P184 (184.1)  32  90  450 ‐ 870 
P193 (193.0)  25  90  450 ‐ 870 
NL141 (141.2)  28  90  400 ‐ 850 
P184 HDPC (184.1)  26  71  390 ‐ 450 
P61 (60.5)  27  31  250 ‐ 300 
Figure III.10- Table of MS scan settings. 
Endogenous  PtdCho  was  selectively  determined  by  precursor  scans  of  the  PC 
fragment  (m/z  184)  while  newly  synthesised  PtdCho  was  determined  by 
equivalent precursor scans of the PC‐d9 fragment (m/z 193). Endogenous PhoEth 




the  membrane  was  determined  by  precursor  scans  of  the  hexadecyl  trimethyl 
ammonium ion fragment (m/z 61). Peak assignment was performed by principle 







III.4.2.5.  Scanning electron microscopy 
Samples  (30 μ L)  of  1%  v/v  solution  of  15 μ m  latex  beads  in  0.9%  NaCl  were 
evaporated at 50 °C onto a 1.27 mm slotted aluminium head. SEM images of the 
beads taken in a “wet mode”, advantageous for non‐conductive samples, with a 



















































III.5. Results and discussion 
III.5.1.  Control cultures 
A complete series of control cultures in triplicate were run for up to 21 hours after 
synchronisation,  where  no  drug  was  introduced  to  the  culture  medium.  Cell 
viability was measured and then membrane lipid content was quantified by ESI‐
MS. 
III.5.1.1.  Cell viability and size during the cell cycle 
Assessment of viable cell number is essential in cell culture experiments. It is a 
measure  of  how  healthy  the  cultured  cells  are  and  whether  any  implemented 
compounds in the medium have affected cell division. The most common method 
of determining cell viability of trypan blue exclusion principle was used in this 
work.  Cells  are  stained  with  trypan  blue  dye  and  are  counted  in  a 
haemocytometer.  Ability  of  a  cell  to  exclude  the  dye  is  demonstrative  of 
uncompromised membrane integrity, and thus of a healthy living cell.  
Results of cell viability in control cultures are shown in Figure III.11. It is quite 
clear  from  these  data  that  the  error  in  measuring  cell  viability  using  the  dye 

















































Figure III.11- Plot of percentage dead cells as a function of time in control cultures. 











synchronisation  are  potentially  mapped  as  shown  by  the  trend  line  on  Figure 
III.12. Thus, cells show a decreasing mean diameter while becoming asynchronous.  
G1  S G2





















































a  normal  distribution  equal  to  zero.  A  leptokurtic  distribution  has  large  and 

























gradually  increasing  from  nine  hours  reaching  a  maximum  at  24  hours  post 
synchronisation. Then, both parameters decreased in the interval between 24 and 
43 hours. This is in line with the size of the cell population increasing as cells went 
through  the  cycle,  and  then  size  decreasing  when  cells  divided  at  some  point 











































































































Figure III.13- Plot of distribution parameters, excess kurtosis and skewness, as a 








are  shown  in  Figure  III.14.  Data  for  unsynchronised  control  cultures  showed 
positive values for both skewness and excess kurtosis. Excess kurtosis is large due 































































Figure III.14- Plot of distribution skewness as a function of excess kurtosis in control 
cultures and in the presence of CTAB and HDPC drugs. 




affect  diameter  distribution.  HDPC  and  CTAB  both  caused  negative  values  of 





III.5.1.2.  Phospholipid metabolism 
III.5.1.2.1.  Total lipid content by mass spectrometry 
The  total  amount  per  cell  of  endogenous  PC  and  PE  and  newly  synthesised 




























































Figure IV.15- Plot of total lipid content per cell for PC, new PC and PE head group 
classes as a function of time as measured by mass spectrometry in control 
experiment in the absence of drugs. 
Endogenous PtdCho in the cell membrane remained at about 2.00x10‐5 nmoles/cell, 
within  error,  with  a  sharp  increase  at  the  last  data  point.  Newly  synthesised 
PtdCho peaked after 18 hours post synchronisation. This agrees with the literature 
since new phospholipid mass should double after M phase (Jackowski 1994).  
Endogenous  PhoEth  in  the  cell  membrane  remained  almost  constant,  at  about 
2.00x10‐5 nmoles per cell throughout the studied period of the first 21 hours. 
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As  an  exclusion  rule,  for  endogenous  and  newly  synthesised  PC,  any  chains 
detected  at  a  percentage  lower  than  one  percent  were  omitted  as  part  of  the 
experimental  noise.  For  the  PE  head  group,  the  threshold  was  increased  at  1.5 

















































































































































































































































































































































































































Figure III.16- Plot of fatty acid chains present for PC head group class as a function of 



































































































































































































































































































































Figure III.17- Plot of fatty acid chains present for PE head group class as a function of 





































































































































































































































































































































































































































































Figure III.18- Plot of fatty acid chains present for new PC head group class as a 

























































































Figure III.19- Table of PC head group class fatty acids with a higher than 5% 
abundance in control cultures. Values and SD are average percentages of all intervals. 
The most abundant fatty acid chain present for the PC head group class was found 
to be PC16:0/18:1. Also, four more species were present at a percentage higher than 
five  percent  through  the  21  hour  studied  period:  PC18:0/18:2,  PC18:0/18:1, 
PC16:0a/18:1 and PC16:0/16:1. Fluctuations in these five species in both nmoles per 
cell and percentages are illustrated in Figures III.20 and 21.  























































































PC16:0/16:1 PC16:0a/18:1 PC16:0/18:1 PC18:0/18:2 PC18:0/18:1
 
 
Figure III.20- Plot of amount (nmoles/cell) of most abundant PC head group class 







































































PC16:0/16:1 PC16:0a/18:1 PC16:0/18:1 PC18:0/18:2 PC18:0/18:1
 
Figure III.21- Plot of percentages of most abundant PC head group class fatty species 
against time (hours) measured by mass spectrometry in control cultures. 
G1  S G2


















































































































Figure III.22- Plot of amounts (nmoles/cell) of most abundant PE head group class 






































































s PE16:0/18:1 PE18:0a/18:1 PE18:0/18:2 PE18:0/18:1 PE18:0/20:4
PE18:0/20:2 PE18:0a/22:0 PE18:0/22:6
 
Figure III.23- Plot of percentages of most abundant PE head group class fatty species 
as a function of time measured by mass spectrometry in control cultures. 
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Overall,  one  additional  species  was  significantly  abundant  compared  for 








































































































Figure III.24- Plot of amounts (nmoles/cell) of most abundant d9PC head group class 








































































s d9PC16:0/16:1 d9PC16:0a/18:1 d9PC16:0/18:2 d9PC16:0/18:1
d9PC18:0/18:2 d9PC18:0/18:1
 
Figure III.25- Plot of percentages of most abundant PC head group class fatty species 
against time measured by mass spectrometry in control cultures. 
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Figure III.26- Plot of rate of new PC synthesis as a function of time as measured by 




cells  synchronised  with  L‐mimosine  (Hague  2007).  Since  the  peak  of  PtdCho 
biosynthesis  occurs  at  early  S  phase  (Jackowski  1994),  then  these  data  follow 
exactly the expected trend. Then, rate of PtdCho biosynthesis decreased at the end 
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III.5.2.  Cultures in the presence of HDPC 
III.5.2.1.  Effect of drug on cell viability and size 















































Figure III.27- Plot of percentage dead cells as a function of time in the presence of 







































III.5.2.2.  Effect of drugs on phospholipid metabolism 









































































Figure IV.28- Plot of total PC head group class content as a function of time as 


















































































Figure III.29- Plot of total newly synthesised PC head group class content as a function 
of time as measured by mass spectrometry in the presence of HDPC. 
 




















































































Figure III.30- Plot of total PE head group class content as a function of time as 































































































HDPC,  which  showing  maximal  partitioning  at  15  hours  post  synchronisation 
during  M  phase.  For  5.25 μ M  HDPC,  the  amount  of  drug  in  membranes  was 
significantly smaller than for 10.50 μM and only slightly larger than for 2.53 μM. 
However,  at  21  hours  post  synchronisation,  almost  the  same  amount  of  drug 
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Figure III.32- Plot of partition coefficient K of HDPC drug in membrane as a function 
of time as measured by mass spectrometry. 
 














can potentially partition  to membranes and  the  higher the concentration of the 
drug in solution, the less the time needed for this upper limit of partitioning to be 
attained. As seen in Figures IV.31‐32, the highest concentration of HDPC reached 




























membranes  and  thus  was  selected  as  the  most  likely  (Boon  and  Smith  2002). 
Similarly, all peaks within the investigated range are assigned to the most probable 




















































































Figure III.33- Table of PC head group class fatty acids with a higher than 5% 
abundance in the presence of HDPC drug. Values and SD are average percentages of 
all intervals. New species, present in less than 5% abundance in control cultures are 






observed at a  higher  than  five percent  abundance  in  HDPC  10.5  and  2.63 μ M, 








Saturated  compounds,  PC14:0/16:0,  PC14:0a/16:1,  PC16:0/16:1,  PC16:0/16:0  all 








18  hours  post  synchronisation.  Three  species,  PC14:0/16:0,  PC16:0/16:1  and 
PC16:0/16:0 decreased significantly only at the last interval at 21 hours. Finally, the 
most  considerable  trend  was  observed  in  nine  polyunsaturated  species  that  all 
showed a steady decrease between nine and 18 hours post synchronisation. Those 







Species  with  the  most  pronounced  changes  are  shown  individually  in  plots 
(Figures III.34 to III.37). First, the most probable species at 774 amu, PC18:0a/18:1, 

























































Figure III.34- Plot of percentage abundance of PC18:0a/18:1 species (774 amu) as 


































































Figure III.35- Plot of percentage abundance of PC18:1/18:2 species (784 amu) as 
function of time. 
 















































































































































































































Figure III.38- Table of d9PC head group class fatty acids with a higher than 5% 
abundance in the presence of HDPC drug. Values and SD are average percentages of 
all intervals. New species, present in less than 5% abundance in control cultures are 








control  were  observed.  Ten  polyunsaturated  species  decreased  in  the  intervals 
between  3  and  12  hours  post  synchronisation:  d9PC16:0a/20:4,  d9PC16:0/20:4, 





decrease  between  nine  and  18  hours  post  synchronisation:  d9PC16:0a/20:4, 
d9PC18:1a/18:2,  d9PC16:0/20:4,  d9PC18:1/18:2,  d9PC18:1a/20:4,  d9PC16:0/22:6, 






















































































































































































































































Figure III.41- Table of PE head group class fatty acids with a higher than 5% 
abundance in the presence of HDPC drug. Values and SD are average percentages of 
all intervals. New species, present in less than 5% abundance in control cultures are 
annotated with an asterisk. 
 
PE head group class species with m/z values of 718, 744, 746, 772, 768 and 792 are 






In  the  presence  of  HDPC  10.50 μ M,  PE16:0/18:1  at  718  amu  showed  a  very 
significant  increase  of  1.51  percent  compared  to  the  control  at  21  hours  post 
synchronisation  (see  Figure  III.42).  Three  polyunsaturated  species,  PE16:0/22:6, Chapter III   M.‐N. Tsaloglou    Effect of Type I amphiphiles on HeLa PtdCho metabolism 
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from  nine  to  15  hours  post  synchronisation  (see  Figure  IV.43).  Five 
polyunsaturated  species,  PE18:1/18:2,  PE16:0/22:6,  PE18:0/20:4,  PE18:0/22:6, 
PE18:0/22:5,  showed  an  increase  between  three  and  six  hours,  followed  by 
significant  decrease  between  12  and  18  hours  post  synchronisation.  Lastly,  six 
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Figure III.44- Plot of rate of new PC synthesis as a function of time as measured by 
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III.5.3.  Cultures in the presence of CTAB 
III.5.3.1.  Effect of drug on cell viability and size 
Three  different  concentrations  of  CTAB  at  3.00,  1.50  and  0.75 μ M  were 












































Figure III.45- Plot of percentage dead cells as a function of time in the presence of 
three different concentrations of CTAB. 
 
Similarly to HDPC, CTAB does not cause any significant changes in cell viability 
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III.5.3.2.  Effect of drugs on phospholipid metabolism 
III.5.3.2.1.  Change in total lipid content by mass spectrometry 
Similarly to HDPC, the effect of CTAB (3.00, 1.5 and 0.75 μM) to the total lipid 






































































Figure III.46- Plot of total PC head group class content as a function of time as 














































































Figure III.47- Plot of total newly synthesised PC head group class content as a function 




total  amount  of  newly  synthesised  PC  did  not  appear  to  change  significantly 
within error in the presence of CTAB during the cell cycle (Figure III.47).  This is an 
unexpected  result  since  at  least  some  decrease  in  PC  synthesis  should  appear, 
similarly to HDPC (Figure III.28). Although both drugs are Type I amphiphiles, 
they may affect PC biosynthesis by a different mechanism. CTAB may not decrease 













































































Figure IV.48- Plot of total PE head group class content as a function of time as 



























































































Figure III.49- Plot of CTAB drug in membrane as a function of time as measured by 
mass spectrometry. 
 




amount  of  drug  passing  from  solution  into  the  membrane.  Finally,  all  three 
concentrations showed the same amount present in the membrane at 21 hours post 
synchronisation.  Consequently,  as  for  HDPC,  the  same  amount  of  CTAB  drug 
partitioned  in  cell  membranes  after  one  full  cell  cycle,  regardless  of  total  drug 





























Figure III.50- Plot of partition coefficient K of CTAB drug in membrane as a function 
of time as measured by mass spectrometry. 
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Figure III.51- Table of PC head group class fatty acids with a higher than 5% 
abundance in the presence of CTAB drug. Values and SD are average percentages of 
all intervals. New species, present in less than 5% abundance in control cultures are 














nine  compounds  showing  no  or  mono‐unsaturation  increased  mostly  in  the 
interval between nine and 18 hours post synchronisation. Those were PC16:0a/16:1, 
PC16:0a/16:0,  PC16:0/16:1,  PC16:0/16:0,  PC16:0a/18:1,  PC16:0a/18:0,  PC16:0/18:2, 
PC18:1a/18:2 and PC18:0a/18:2.  The most pronounced increase trend appeared in 
PC16:0/16:1 shown in Figure IV.52. Second, twelve polyunsaturated compounds 
decreased  in  the  interval  between  12  and  18  hours:  PC16:0/20:4,  PC18:1/18:2, 
PC18:0/18:2,  PC18:0/18:1,  PC18:1a/20:4,  PC18:0a/20:4,  PC18:0a/20:2,  PC18:0a/20:1, 





was  much  smaller  than  in  3.00 μ M  CTAB.  Similarly  as  in  the  latter,  poly‐




post  synchronisation.  Interestingly,  some  polyunsaturated  species,  PC16:0/20:4, 
















































































































































































































5.40±1.15            
Figure III.54- Table of d9PC head group class fatty acids with a higher than 5% 
abundance in the presence of CTAB drug. Values and SD are average percentages of 
all intervals. New species, present in less than 5% abundance in control cultures are 






significantly  in  the  presence  of  3.00 μ M  CTAB.  Eight  saturated  and  oligo‐




































































































































































































































































Figure III.57- Table of PE head group class fatty acids with a higher than 5% 
abundance in the presence of CTAB drug. Values and SD are average percentages of 
all intervals. New species, present in less than 5% abundance in control cultures are 
annotated with an asterisk. 
PE head group class species with m/z values of 718, 744, 746, 772, 768, 790 and 792 
were present in high abundance in all three drug concentrations and the control. 






















species  showing  sharp  decreases  compared  to  the  control  were  PE18:0/20:1, 
PE18:0a/22:1, PE18:0a/22:0 and PE18:0/22:6. 
In  0.75 μ M  CTAB,  only  two  species,  PE18:1/20:4  and  PE18:0/20:4  fluctuated 
significantly for the whole first 21 hours post synchronisation. They both increased 
sharply  during  the  first  six  hours  and  then  their  percentages  diminished 
consistently until the last time interval. The remainder of the long polyunsaturated 
species  that  had  decreased  throughout  the  21  hours  in  the  two  higher  CTAB 
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Figure III.60- Plot of rate of new PC synthesis as a function of time as measured by 
mass spectrometry in control experiment in the presence of CTAB. 
 
CTAB in the culture did not appear to affect the rate of new PC synthesis in HeLa 
cells  during  the  cell  cycle.  These  data  are  in  contrast  to  those  for  HDPC  that 
decreased the rate with maximum decreasing occurring at the end of M phase, 18 
hours  post  synchronisation  (see  section  III.5.2.2.3).  This  further  supports  the 
argument that the two drugs affect PtdCho metabolism in a different fashion. 
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III.6. Conclusions and further work 
III.6.1.  Effect of Type I amphiphiles on CCT 
Our in vitro studies of CCT (section II.5.1) have shown that both HDPC and CTAB 













for  HDPC.  This  difference  could  be  due  to  electrostatics.  CTAB  is  positively 
charged whereas HDPC is zwitterionic and thus neutral (for structures, see Figure 





















endogenous  PE  head  group  classes.  A  large  number  of  polyunsaturated  long 
species decreased by small amounts. In parallel, only a few saturated and oligo‐















cell  cycle.  Data  from  control  cultures  confirmed  characteristic  trends  known  to 
occur during the cell from the literature: 





  The  most  abundant  fatty  acid  species  in  membranes  increased  steadily 
during G1 and S phase as phospholipid synthesis occurred in the first nine 
hours post synchronisation (see section III.5.1.2.1). 




undertaken.  In  control  cultures,  a  maximal  diameter  change  of  27  percent  was 
recorded at the end of one full cell cycle, which corresponds to almost doubling of 
cell  volume,  as  expected  from  the  literature  (Wheatley,  Inglis  et  al.  1987). 
Automated Matlab© statistical analyses provided with interesting information on 
size  distribution  which  suggested  that  both  HDPC  and  CTAB  potentially 
decreased  cell  size  and  caused  cell  population  distribution  changes  without 
disrupting population normality. Thus, afore‐mentioned results of decrease in total 
PC and PE in membranes in the presence of these drugs were further supported. 
Our  novel  sizing  method  is  an  efficient  way  to  obtain  initial  size  data  on  a 
statistically  significant  population  of  a  culture,  as  large  as  7,000  cells  per 
experiment. It can provide with insight to changes in cell size by using only as little 




that  suit  each  individual  user.  On  the  other  hand,  the  method  would  require 
further  developing  as  it  is  still  crude.  Results  for  latex  beads  of  known  size 







experiments  to  be  repeated  at  least  once  more  to  ensure  reproducibility. 



















III.6.2.  Experimental error consideration 
Overall, experimental errors in the results of this chapter are considerably larger 
comparably to the other two chapters of this thesis. The principal reason for that is 















The  instrumental  sources  of  error  were  the  following.  First,  variability  in  the 
experimental method of mass spectrometry data acquisition due to instrumental 
parameters such as vacuum efficiency, pressure and availability of collision gas. 
Unfortunately,  technical management of the  MS instrument was  not under  our 
control.  Second,  inappropriate  experimental  design  of  the  mass  spectrometry 





















































































































































Table of Contents 
 
Table of Contents  ................................................................................................................. 1 
IV.1.  Introduction ......................................................................................................... 2 
IV.1.1.  Glycolysis ......................................................................................................... 2 
IV.1.2.  Phosphofructokinase‐1 ................................................................................... 4 
IV.2.  Development a new radiochemical PFK‐1 assay  .......................................... 19 
IV.2.1.  Available PFK‐1 assays  ................................................................................. 19 
IV.2.2.  A novel radiochemical PFK‐1 assay ........................................................... 20 
IV.3.  Experimental ...................................................................................................... 23 
IV.3.1.  Materials ......................................................................................................... 23 
IV.3.2.  Methods .......................................................................................................... 24 
IV.4.  Kinetic investigation of PFK‐1 ......................................................................... 26 
IV.4.1.  BsPFK‐1 kinetics as a function of time ....................................................... 26 
IV.4.2.  BsPFK‐1 kinetics as a function of enzyme concentration ........................ 27 
IV.4.3.  BsPFK‐1 kinetics as a function of lipid concentration  .............................. 28 
IV.4.4.  BsPFK‐1 kinetics as a function of ATP concentration .............................. 30 
IV.4.5.  BsPFK‐1 kinetics as a function of F6P concentration ............................... 32 
IV.5.  Effect of allosteric effectors on BsPFK‐1  ......................................................... 36 
IV.5.1.  Inhibition by PEP in the presence of lipids ............................................... 36 
IV.5.2.  Activation by ADP in the presence of lipids ............................................. 44 
IV.6.  Conclusions ........................................................................................................ 49 









Nelson  2000).  This was the  first  metabolic  pathway  to  be  clearly  recognised  as 






during  malignant  transformation  (DeBerardinis,  Lum  et  al.  2008)  and  tumour 














Figure IV.1- Summary of the glycolytic pathway, where phosphofructokinase (PFK) is
our enzyme of interest. The preparatory and payoff phases are illustrated. The whole






































































































































































IV.1.2.  Phosphofructokinase-1 
IV.1.2.1.  PFK-1 structure and function 
Two isoforms of phosphofructokinase have been recognised thus far, PFK‐1 and 
PFK‐2.  The  former  is  the  classically  studied  enzyme  found  in  all  organisms 





PFK‐1  can  be  further  classified  into  three  groups  depending  on  the  source 
organism  (Hoffman  1976).  First,  mammalian  enzymes  are  the  largest,  forming 






the  protein  sequence  is  conserved  throughout  all  organisms  despite  their 
differences in oligomerisation (Poorman, Randolph et al. 1984; Heinisch 1989). 
The first crystal structure for PFK‐1 was resolved in 1991 at 2.4 Å from bacterium 
Escherichia  coli  (Shirakihara  and  Evans  1988).  A  structure  at  2.5  Å  for  another 







Figure IV.3- PFK-1 tetrameric form 
illustrating allosteric inhibition by 
PEP (Quinlan and Reinhart 2006).
Figure IV.2- PFK-1 of 
B. stearothermophilus 
(Evans, Farrants et al. 
1981). 
B.  stearothermophilus  PFK‐1  is  a  homo‐tetramer,  arranged  as  a  dimer  of  dimers, 
where  each  subunit  has  319  amino  acids  and  a  molecular  weight  of  33.9  kDa 
(Evans  and  Hudson  1979).  Each  monomer  forms 
interactions with only two of the other subunits in the 
tetramer, which assembles into two three‐layered αβα 
sandwich  structured  domains  (Figure  IV.2).  The  ATP 
substrate binds to the larger of the two domains, while 
co‐substrate  F6P  to  the  smaller  one.  There  are  four 
identical  active  sites  and  four  identical  effector  sites, 




the  active  site,  which  are  termed 
allosteric, and are structurally different to 
the substrates (Fersht 2002). PFK‐1 from 
B.  stearothermophilus  and  E.coli  is 
allosterically  inhibited  by  phosphoenol 




Yadav  et  al.  2004;  Vannucci,  Brucklacher  et  al.  2005).  In  particular,  Tarui  or 
phosphofructokinase  deficiency  disease  is  a  rare  condition  that  occurs  when 











Figure IV.5- Typical Michaelis- Menten kinetics.  





IV.1.2.2.  PFK-1 regulation 
PFK‐1  is  regulated  by  allosteric  effectors,  phosphorylation,  macromolecular 
interaction and binding to membranes.  
IV.1.2.2.1.  Inhibition and allostery models 









of  enzyme,  [E]0,  but  follows 
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Data  analysis  is  easier  when  the 
Michaelis‐Menten  is  transformed  to  a 

















However,  in  the  presence  of  allosteric  effectors  and  cooperativity,  Michaelis‐
Menten kinetics can no longer be applied. Allosteric cooperativity can be either 
homotropic,  when  regulated  by  binding  of  substrates,  or  heterotropic,  when 










Figure IV.6-  Lineweaver-Burk plots of different types of inhibition where the 
darker line is the reaction in the absence of inhibitor and the arrow indicates 
increasing inhibition. In (a), competitive inhibition occurs when an inhibitor binds 
reversibly to the active site, competing with the substrate and affecting KM only.  
In (b), an uncompetitive inhibitor binds simultaneously with the substrate but 
only with the enzyme-substrate complex. In (c), non-competitive inhibition solely 




























sites  (Lipscomb  1998).  Negative  cooperativity  of  the  binding  ligands  was 






















In  EcPFK‐1,  although  PEP  inhibition  and  F6P  cooperativity  are  mediated  via 
structural changes in the active site (Auzat, Bras et al. 1994), the two processes are 
not related to the same structural transition (Auzat, Byrnes et al. 1995). EcPFK‐1 is 
an  example  of  how  local  changes  in  the  tertiary  protein  structure  triggered  by 
effector binding, can lead to global changes in the quaternary structure modifying 
enzyme properties (Auzat, Le Bras et al. 1995). A satisfactory mechanism of how 
exactly  local  changes  occur  which  satisfies  both  experimental  evidence  and 






















site  (Fenton  and  Reinhart  2003).  Overall,  PFK‐1  catalysis,  and,  in  consequence, 
glycolysis are activated when the ratio of ATP/AMP and energy levels fall in cells. 
In  both  BsPFK‐1  and  EcPFK‐1,  there  are  four  active  and  four  allosteric  sites 
(Shirakihara and Evans 1988; Schirmer and Evans 1990). As all the sites can interact 
with each other, the total possible interactions are three homotropic for F6P, three 







(Kimmel  and  Reinhart  2001),  further  illustrating  the  complexity  of  heterotropic 

















al.  1983).  Conversely,  the  enzyme  for  Kluyveromuces  lactis  does  not  show 
cooperativity for F6P but is still affected in a less pronounced fashion by allosteric  
effectors  (Bar,  Schellenberger  et  al.  1997).  Another  yeast,  simple  unicellular 
eukaryote Schizosaccharomyces pombe has a single subunit PFK‐1 which has lower 





citric  acid  is  an  effector,  which  binds  synergistically  with  Mg.ATP,  but  not  an 
allosteric one (Goldhammer and Paradies 1979). However, the kinetic behaviour 
for mammalian PFK‐1 is far more complex than that exhibited by either bacterial or 




Human  PFKM‐1  and  PFKL‐1  of  erythrocytes  have  were  found  susceptible  to 
inhibition  by  excess  Mg.ATP  and  citric  acid  even  before  complete  enzyme 
purification  was  achieved  (Layzer,  Rowland  et  al.  1969).  Then,  fructose‐2,6‐
bisphosphate was shown to increase affinity for F6P and alleviates ATP inhibitory 
effect in isolated rat hepatocytes (Schaftingen, Hue et al. 1980). 




and  ADP  antagonise  ATP  inhibition,  while  inhibitors  citric  acid,  PEP  and  3‐
phosphoglycerate act synergistically with Mg.ATP (Uyeda 1979; Bosca, Aragon et 












sequential  process.  A  kinetic  mechanism  that  can  support  fully  the  available 
experimental evidence is yet to be suggested. The complexity of PFK‐1 kinetics 




IV.1.2.2.2.  Phosphorylation 
PFK‐1 regulation is also subject to phosphorylation. Protein kinases can transfer 
phosphate  group  from  Mg.ATP  to  a  specific  site  on  the  enzyme,  resulting  to 
stabilisation of the active conformation (Stryer 1999).  




in  vitro  and  in  vivo  experimental  data.  The  latter  show  inhibition  by 
phosphorylation  through  covalent  modification  of  hydroxyl  groups  on  PFK‐1, 
while  the  former  consistently  demonstrate  enzyme  activation  by  exogenous  or 
endogenous  purified  kinases  (Simpfendorfer,  Oelckers  et  al.  2006).  Over‐
expression  of  kinases  in  the  glycolytic  pathway  of  E.coli  through  genetic 
modification increased glycolytic fluxes (Emmerling, Bailey et al. 1999; Emmerling, 
Bailey et al. 2000). 






IV.1.2.2.3.  Transcriptional control 
PFK‐1  transciptional  control  occurs  at  an  earlier  level  than  afore‐mentioned 
allostery and phosphorylation mechanisms. It has been shown that the promoter of 














side  of  human  and  rabbit  erythrocyte  membranes  altering  enzyme  kinetics 
(Karadsheh  and  Uyeda  1977).  In  more  detail,  the  saturation  kinetics  for  F6P 
switched from sigmoidal cooperative for the free PFK‐1 to hyperbolic Michaelis‐
Menten  in  the  presence  of  membranes.  Also,  the  membrane  bound  enzyme  no 
longer showed allosteric inhibition by 2,3‐diphosphoglycerate and excess Mg.ATP. 
Further binding studies on human PFKM‐1  showed that erythrocyte membrane 




Two  other  glycolytic  enzyme,  aldolase  (Strapazon  and  Steck  1977)  and 
glyceraldehyde 3‐phosphate dehydrogenase (G3DP) (Yu and Steck 1975) were also 
shown  to  bind  to  erythrocyte  membranes,  three‐fold  more  tightly  than  PFK‐1 
(Higashi, Richards et al. 1979). In vitro assays where all three enzymes were present 
resulted in reduced erythrocyte binding of PFK‐1, and addition of aldolase and 
G3DP  displaced  PFK‐1  from  membranes  (Higashi,  Richards  et  al.  1979).  Also, 








Rabbit  muscle  aldolase  binds  to  membranes  with  negative  cooperativity 
(Strapazon  and  Steck  1976).  Binding  can  be  alleviated  by  increasing  the  ionic 
strength or  the  pH in  the assay (Strapazon and  Steck 1977). Conversely, G3DP 
binds to erythrocyte membranes with positive cooperativity (Yu and Steck 1975). 




allosteric  site  with  the  amino‐terminal  of  Band  3  (Jenkins,  Kezdy  et  al.  1985).  
Dissociation of tetramers in solution, which then bind to membranes as dimers was 
the  suggested  mechanism.  Also,  it  has  been  shown  that  during  myocardial 
















with  allostery  inhibition,  despite  this  enzyme  being  classically  considered 
cytoplasmic. Also, it has been suggested that most of the active PFK‐1 in the cell is 
membrane‐bound  (Jenkins,  Madden  et  al.  1984).  Consequently,  many  questions 
arise about the mechanism of enzymatic control of glycolysis through binding to 
membranes.  






Clotrimazole,  a  calmodulin  antagonist,  has  been  shown  to  inhibit  PFK‐1  both 
indirectly by inhibiting calmodulin and directly by detaching the enzyme from the 




with  stimulatory  effects  to  glycolysis  (Zancan  and  Sola‐Penna  2005).  Insulin 
stimulation increases intracellular calcium cation levels by boosting calcium influx 












Second,  mammalian  PFK‐1  has  been  shown  to  bind  to  erythrocyte  membranes 
with  strong  experimental  evidence,  as  summarised  in  a  previous  section  (see 
section IV.1.2.2.4). Therefore, BsPFK‐1 could also potentially bind to membranes. 
Third, PFK‐1 is rate‐determining for the whole biosynthetic pathway of glycolysis 
(Goldhammer  and  Paradies  1979;  Corredor  and  Bosca  1985;  Zhang,  Gao  et  al. 
2007). This enzyme is also regulatory since the reaction is virtually irreversible. 
PFK‐1  only  catalyses  the  forward  direction,  whilst  fructose  biphosphatase  (EC 
3.1.3.11) catalyses the backward dephosphorylation of F16BP to F6P.  
Other  secondary  reasons  contributed  to  our  choice  of  this  enzyme.  It  has  been 





PFK‐1  from  B.  stearothermophilus  in  particular  was  studied  because  of  its 
commercial  cost‐effective  availability  in  high  purity.  Most  importantly,  this 
enzyme provides a convenient model system of PFK‐1 allosteric behaviour without 
the  complexity  of  E.  coli  and  eukaryotic  enzymes.  BsPFK‐1  shows  hyperbolic 
kinetics in the absence of effectors that can be simply explained by the Michaelis‐
Menten  and  Monod  models  without  enlisting  use  of  more  complicated  kinetic 





























IV.2. Development a new radiochemical PFK-1 assay 
















are  used  in  the  first  type  of  coupled  assays,  have  been  shown  to  bind  to 
membranes (Yu and Steck 1975; Strapazon and Steck 1977) and modulate catalytic 
activity as described in section IV.1.2.2.4. Similarly, the kinase used in the second 
type  of  coupled  assays  would  also  regulate  enzyme  activity  through 
phosphorylation (see section IV.1.2.2.2). Finally, changes in pH have been shown to 
affect PFKM‐1 activity (Kemp and Foe 1983). Therefore, an exclusive study of the 






investigate  PFK‐1  in  the  presence  of  cellular  components  such  as  insulin  and 
calmodulin  (Zancan  and  Sola‐Penna  2005;  Zancan  and  Sola‐Penna  2005).  Thus, 
introduction of large unilamellar vesicles (LUVs) in the assay as a viable model of 
membranes will potentially not disrupt assay conditions. 












Subsequently,  the  relative  amounts  of  ATP,  F6P,  lipid  and  PFK‐1  were 
implemented  for  a  50 μ L  assay  and  an  appropriate  incubation  time  was 
established.  The  most  challenging  task  was  to  find  an  effective  way  to  quench 
enzyme activity. BsPFK‐1 is extremely potent catalytically and the method used in 
the 32P PFK‐1 assay could not stop the reaction.  
Different  quenching  agents  were  thus  investigated  in  order  to  find  which  one 
stopped  enzyme  activity  without  hindering  either  catalysis  or  visualisation. 































































Also,  the  component  solvents  of  the  TLC  eluent  are  the  same  but  at  different 
concentrations.  
On the other hand, our  33P PFK‐1 assay combines the benefits of the previously 
available  32P  assay  with  the  advantages  of  markedly  smaller  decay  energy,  a 
smaller assay volume, use of a cheap commercial source of enzyme while 33P is a 
cheaper and less hazardous radiochemical. Finally, this assay allows the study of 




studies,  which  we  compared  to  results  from  the  spectrophotometric  and  32P 
radiochemical methods. Since our results were comparable to the literature, we 














IV.3.1.  Materials 
All chemicals were of highest possible grade. DOPC, OA, MgCl2, Tris buffer, urea, 
ATP,  F6P, (NH4)2SO4,  lactic acid,  and  H3PO4  were from  Sigma Aldrich  (Dorset, 





25 μ Ci)  were  purchased  by  GE  Healthcare,  formerly  Amersham  Biosciences 
(Buckinghamshire,  UK).  Polypropylene  scintillation  vials  and  FujiFilm  RX  NIF 
medical film was purchased from Fisher Scientific (Leicestershire, UK). 
During the development of the radiochemical assay the following types of TLC 
plates  were  tested  but  did  yield  satisfactory  results:  Merck  Cellulose  F  matrix, 
Polyester  support,  0.1  mm;  Macherey‐Nagel  Polygram  Sil  G/UV254,  polyester 











IV.3.2.  Methods 






samples  were  subsequently  sonicated  for  20  minutes  and  allowed  to  rest  for  a 
further 20 minutes. Four freeze‐thaw cycles were carried out. Before use in the 


















Figure IV.8- TLC plates from PFK-1 33P assay. In (a), reference spots for 
substrates F6P and ATP, and products F16BP and ADP have been visualised 
with orcinol. In (b), autoradiographies of the reaction mixture and an ATP 
reference spot are shown.  
(a)  (b) 
IV.3.2.2.  Radiochemical Assay 
Reaction  in  a  50 μ L  assay  volume  (0.10  mM  F6P,  5.83  munits/mL  PFK‐1)  was 



















Each  spot  was  cut  out  separately  for  each  fraction  and  inserted  into  liquid 
scintillation  vials  with  the  addition  of  ACS  Scintillation  Cocktail  (4  mL). 
Radioactive decay was measured using the LS6500 Beckman Liquid Scintillation 
Counter (School of Chemistry, Radiochemical Lab). After the end of the assay the 




IV.4. Kinetic investigation of PFK-1  







































Figure IV.9- Plot of PFK-1 percentage conversion as a function of time for a 100 μM 
F6P, 10 μM ATP and 5.83 mU/mL PFK-1 assay (Assay 68). 
 





CCTα  (see  section  II.3)  since  a  nine  percent  conversion  was  observed  at  an 






































































Figure IV.10- Plot of PFK-1 absolute activity against enzyme concentration for 100 
μM F6P and 10 μM ATP assays in the presence of 25 μM LUVs. 
 
PFK‐1 absolute activity showed an exponential trend in both absence and presence 
of  membranes.  The  DOPC/OA  (50:50)  binary  system  was  about  two‐fold  more 
activating compared to no lipid present. DOPC was also activating, but to a lesser 
degree  than  when  OA  was  present  in  the  binary  LUVs.  All  three  experiments 
reached a plateau at the higher concentrations of enzyme. 





IV.4.3.  BsPFK-1 kinetics as a function of lipid concentration 
Variable total lipid concentration assays were run in order to find the appropriate 





























































Figure IV.11- Plot of PFK-1 absolute activity against lipid concentration for 100 μM 


































































Figure IV.12- Plot of PFK-1 absolute activity against lipid concentration for 100 μM 
F6P, 10 μM ATP and 5.83 mU/mL assays in the presence of LUVs. 
 
Comparing  PFK‐1 and  CCTα,  CCTα activity  saturated  at  0.2 mM  of total lipid 






point of lipid 
variable plot  
Lipid amount 
in  50 μL assay 
Enzyme amount 
in 50 μL assay  
Enzyme : Lipid 
ratio in 50 μL 
assay 
PFK-1  50 nmoles  1.25 nmoles  9.46 E‐06 nmoles 
( 94.6 fmoles) 
7.75 E‐06 
CCTα  10 nmoles  50 nmoles  11.2 nmoles  0.23 











































































Figure IV.14- Plot of PFK-1 absolute activity against ATP concentration for a 100 μM 




















































Figure IV.15- Plot of PFK-1 absolute activity as a function of time for 100 μM F6P and 
5.83 mU/mL assays in 10, 25 and 50 μM ATP in the presence of LUVs. 
 






IV.4.5.  BsPFK-1 kinetics as a function of F6P concentration 
As  for  the  other  assay  components,  F6P  BsPFK‐1  kinetics  were  investigated  in 
























































Figure IV.16- Plot of PFK-1 absolute activity against F6P concentration for a 10 μM 
ATP and 5.83 mU/mL assay (Assay 94). 
 
Enzyme activity increased exponentially reaching a maximum at a 0.2 mM F6P. 





































































Figure IV.17- Plot of PFK-1 absolute activity against F6P concentration for 10 μM 
ATP and 5.83 mU/mL PFK-1 assays in the presence of 25 μM LUVs. 
 
A maximal two‐fold activation was observed in the presence of 100% DOPC LUVs, 
whilst  the  DOPC/OA  (50:50)  binary  system  caused  a  three‐fold  activation 














no lipid  4285.01±574.33  32.0±4.3 
100% DOPC  6571.40±373.72  34.0±2.0 
DOPC/OA (50:50)  9759.78±306.54  32.0±1.0 
Figure IV.18- Vmax and KM values in the presence and absence of lipids. 
 
As shown in Figure IV.18, the presence of lipids in the assay increased Vmax and but 
did  not  affect  KM.  This  suggests  that  BsPFK‐1  binding  to  membranes  is 
uncompetitive  with  respect  to  the  substrate  F6P  and  that  membranes  bind 
simultaneously to F6P without inhibiting the formation of the enzyme‐substrate 




































































Figure IV.19- Lineweaver-Burke plot for BsPFK-1 for 10 μM ATP and 5.83 mU/mL 
PFK-1 assays in the presence of 25 μM LUVs. 
 














E  +  A   EA 
The enzyme can either bind to the micelle surface non‐specifically (surface binding 
model), or it can interact with a particular phospholipid molecule on the micelle 
surface  (phospholipid  binding  model).  Subsequently  to  both  scenarios,  PLA2 
hydrolyses  a  phospholipid  molecule  (B)  of  the  micelle  to  a  fatty  acid  and  a 
lysophospholipid. Thus, an EAB complex forms in the catalytic site during this 
surface step: 



























IV.5. Effect of allosteric effectors on BsPFK-1 
IV.5.1.  Inhibition by PEP in the presence of lipids 
PEP inhibits BsPFK‐1 activity and switches F6P kinetics from Michaelis‐Menten to 






























































Figure IV.20- Plot of PFK-1 absolute activity against F6P concentration for 10 μM ATP 
and 5.83 mU/mL PFK-1 assays in the presence of PEP. 
 





































































Figure IV.21- Plot of PFK-1 absolute activity against F6P concentration for 10 μM ATP 
and 5.83 mU/mL PFK-1 assays in the presence of PEP. 
 
PEP inhibition was also investigated in the presence of binary LUVs consisting in 
either  100%  DOPC  or  DOPC/OA  (50:50).  Results  for  5 μ M  PEP  are  shown  in 
Figures  IV.22‐23.  Addition  of  both  lipid  systems  alleviated  PEP  inhibition  and 
switched  F6P  saturation  plots  from  cooperative  back  to  hyperbolic  Michaelis‐
Menten. There are no equivalent experiments in the literature for BsPFK‐1, but a 


































































Figure IV.22- Plot of PFK-1 absolute activity against F6P concentration for 10 μM ATP 






























































Figure IV.23- Plot of PFK-1 absolute activity against F6P concentration for 10 μM ATP 








































































Figure IV.24- Plot of PFK-1 absolute activity against F6P concentration for 10 μM ATP 






























































Figure IV.25- Plot of PFK-1 absolute activity against F6P concentration for 10 μM ATP 


























































Figure IV.26- Plot of PFK-1 absolute activity against F6P concentration for 10 μM ATP 













no lipid  0  1169.05±125.69  18.75±2.02 
  5  1243.13±134.83  17.50±1.90 
  25  1165.40±79.69  18.75±1.28 
100% DOPC  0  2291.39±621.54  22.00±5.97 
  5  3257.56±344.97  43.75±4.63 
  25  2295.54±251.35  60.00±6.57 
DOPC/OA (50:50)  0  3265.51±382.68  29.00±3.40 
  5  3472.79±222.82  42.50±2.73 
  25  2574.51±110.36  35.00±1.50 
Figure IV.27- Vmax and KM values in the presence of PEP. 
 
In the absence of lipid, increasing PEP concentration causes KM to increase as the 


















































































Figure IV.28- Lineweaver-Burke plot for BsPFK-1 for 10 μM ATP and 5.83 mU/mL 




































































Figure IV.29- Lineweaver-Burke plot for BsPFK-1 for 10 μM ATP and 5.83 mU/mL 






































































Figure IV.30- Lineweaver-Burke plot for BsPFK-1 for 10 μM ATP and 5.83 mU/mL 





































































Figure IV.31- Lineweaver-Burke plot for BsPFK-1 for 10 μM ATP and 5.83 mU/mL 
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the  presence  of  both  lipids.  Consequently,  a  coordinate  or  non‐competitive 
activation effect of ADP and lipids is suggested. It has definitely been shown that 












no lipid  0  625.67±84.62  12.5±1.70 
  5  713.87±140.53  17.5±3.45 
  25  807.75±103.47  17.5±2.24 
  100  571.94±171.21  23.75±7.11 
100% DOPC  0  1907.99±179.50  11.00±1.04 
  5  1823.48±236.83  18.75±2.44 
  25  1965.59±158.35  15.00±1.21 
  100  9491.29±374.46  32.5±1.28 
DOPC/OA (50:50)  0  2310.74±263.39  19.00±2.17 
  5  2442.55±265.77  17.5±1.90 
  25  2696.95±296.31  18.75±2.06 
  100  6091.82±4333.7  27.5±19.56 





























































Figure IV.33- Plot of PFK-1 absolute activity against F6P concentration for 10 μM ATP 





























































Figure IV.34- Plot of PFK-1 absolute activity against F6P concentration for 10 μM ATP 































































Figure IV.35- Plot of PFK-1 absolute activity against F6P concentration for 10 μM ATP 


























































Figure IV.36- Plot of PFK-1 absolute activity against F6P concentration for 10 μM ATP 



































































Figure IV.37- Lineweaver-Burke plot for BsPFK-1 for 10 μM ATP and 5.83 mU/mL 



































































Figure IV.38- Lineweaver-Burke plot for BsPFK-1 for 10 μM ATP and 5.83 mU/mL 




































































Figure IV.39- Lineweaver-Burke plot for BsPFK-1 for 10 μM ATP and 5.83 mU/mL 

































































Figure IV.40- Lineweaver-Burke plot for BsPFK-1 for 10 μM ATP and 5.83 mU/mL 












and  no  lipid  present,  respectively.  In  the  presence  of  inhibitor  PEP,  lipids 
alleviated the inhibitory effect when their concentration was at least equal to that 
of  PEP.  Also,  the  activator  ADP  was  about  95  percent  more  effective  in  the 
presence of lipids. Consequently, the activating effect of membranes to the catalytic 
activity of PFK‐1 reported in the literature for mammalian and rabbit erythrocyte 
PFK‐1  was  confirmed  from  our  results.  The  effect  of  membranes  on  BsPFK‐1 




both  bind  as  per  normal  in  the  presence  of  lipids.  However,  formation  of  this 
BsPFK‐1/LUVs complex must change the conformation of the enzymatic tetramer 
since affinity for the effector was modulated in the presence of membranes. Since 
our  results  indicated  that  membrane  composition  affects  PFK‐1  activity  and  in 
consequence glycolysis, then the most essential further work would be to obtain 
experimental  evidence  that  PFK‐1  associates  with  lipids  through  a  physical 
interaction. Binding information can be acquired either by a radiochemical binding 
assay  or  by  isothermal  titration  calorimetry.  If  direct  binding  was  sufficiently Chapter IV        M.‐N. Tsaloglou     Regulation of PFK‐1 by membrane lipid composition 
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proved,  then  a  direct  correlation  of  PFK‐1  enzyme  membrane  binding  and 
glycolysis would be established. Consequently, lipids could be potential agents for 
the treatment of glycolytic diseases. 
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V.1.1.  CCTα 
In vitro studies of CCTα by means of a 14C radiochemical assay led to results that 
supported the stored elastic stress hypothesis as a regulatory mechanism of the 




considerably  more  potent  than  hexadecyl  ammonium  bromide  (CTAB)  in 
inhibiting new phosphocholine (PC) synthesis. Both drugs changed the acylation 
patterns  for  endogenous  and  new  PC,  as  well  as  endogenous 
phosphoethanolamine head group classes. Also, cell sizing data suggested that the 
presence of both drugs in the culture could potentially shift the cell population 
distribution  towards  smaller  cell  diameters.  Overall,  phosphatidyl  choline 
metabolism was inhibited by the presence of these two Type I amphiphiles, as 
predicted by the stored elastic stress hypothesis. 














about  the  fundamental  mechanisms  that  underlie  the  effect  of  membrane  lipid 
composition on PFK‐1 activity. 
V.2. Further work 
V.2.1.  In vitro CCTα studies 
The  most  important  further  work  related  to  the  in  vitro  investigation  of  CCTα 
would  be  to  conduct  phase  studies  on  the  28  lipidic  systems  studied  under 
physiological conditions and also under our assay conditions, most importantly in 
the presence of the assay buffer which contains divalent cations. This is way is 










the  Kennedy  pathway  collectively  in  the  same  experiment  by  providing 
radiochemically  labelled  choline  as  the  only  substrate.  This  would  allow  the 
investigation  of  the  effect  of  membranes  to  the  whole  pathway,  although 
chromatographic separation of products may prove challenging.  
















V.2.3.  In vitro PFK-1 studies and other work 
A few more experiments on PFK‐1 kinetics would further our current findings, 
such  as  PFK‐1  ATP  saturation  plots  in  the  presence  of  membranes  and  with 
different concentrations of F6P. Additionally, it would be beneficial to prove that 
lipids  physically  bind  to  PFK‐1  by  means  of  binding  assays  or  isothermal 
calorimetry. Kinetics of PFK‐1 of an organism showing more complicated allostery 
could be investigated using our novel  33P radiochemical assay in the presence of 

















(Qin,  Pande  et  al.  2005).  PLA2  is  activated  by  binding  onto  membranes,  as  is  
CCTα, and its hydrolytic ability is increased by the presence of Type II lipids, as 
predicted by the stored elastic stress hypothesis (Gabriel, Agman et al. 1987; Sen, 
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AII.1.  Data tables for CCTα results (Chapter II) 
AII.1.1.  LUV sizing by light scattering 



















0  97.8  2000.0 ± 137.0 
10  100.0  2000.0 ± 137.0 
20  100.0  2000.0 ± 137.0 
30  100.0  2000.0 ± 137.0 
40  92.3  1780.0 ± 293.1 









































AII.1.2.  Results for CCTα radiochemical assays 







0  1.34  0.22 
3  7.36  0.73 
6  11.44  1.26 
9  14.56  0.93 
12  20.55  0.58 
15  21.39  1.23 
17  23.12  1.57 
19  22.63  2.07 
20  21.95  1.00 
Table AII.2- Assay 7 data used in Figures II.9. 
AII.1.2.2.  DOPC/OA 













0  822.59  156.03  1.00  0.19 
10  2058.57  272.74  2.50  0.33 
20  4138.20  223.74  5.03  0.27 
30  5824.87  384.27  7.08  0.47 
40  6538.26  421.87  7.95  0.51 
50  6819.76  161.56  8.29  0.20 
60  6678.34  262.12  8.12  0.32 
Table AII.3- Assay 19 data used in Figures II.11 and II.12. 
AII.1.2.3.  DOPC/DOPA 













0  741.85  47.98  1.00  0.06 
10  3933.44  169.67  5.30  0.23 
20  5722.04  27.70  7.71  0.04 
30  5941.99  404.90  8.01  0.55 
40  6753.21  119.66  9.10  0.16 
50  6454.43  81.70  8.70  0.11 
60  5063.28  768.22  6.83  1.04 
Table AII.4- Assay 20 data used in Figures II.11 and II.12. Appendix II                   M.‐N. Tsaloglou                                                        Data Tables 
 
  AII.7
AII.1.2.4.  DOPC/OPA 













0  477.63  100.58  1.00  0.21 
10  614.68  56.27  1.29  0.12 
20  865.35  76.30  1.81  0.16 
30  1342.48  97.44  2.81  0.20 
40  2087.16  132.02  4.37  0.28 
50  2420.25  62.87  5.07  0.13 
60  2551.48  155.32  5.34  0.33 
Table AII.5- Assay 15 data used in Figures II.11 and II.12. 
 
AII.1.2.5.  DOPC/DPPA 













0  1755.50  688.40  1.00  0.39 
5  2015.65  311.45  1.15  0.18 
10  2306.69  216.93  1.31  0.12 
15  3473.19  252.35  1.98  0.14 
20  2542.92  295.03  1.45  0.17 
25  3679.82  321.44  2.10  0.18 
30  3486.41  89.29  1.99  0.05 
40  3936.21  286.14  2.24  0.16 
Table AII.6- Assay 51 data used in Figures II.11 and II.12. 
 
AII.1.2.6.  DOPC/OPS 













0  647.36  212.79  1.00  0.33 
10  408.59  320.05  0.63  0.09 
20  822.48  324.65  1.27  0.50 
30  1265.44  181.49  1.95  0.28 
40  1567.08  305.31  2.42  0.47 
50  1388.06  438.43  2.14  0.68 
60  1472.41  177.85  2.27  0.27 




AII.1.2.7.  DOPC/DOPS 













0  1539.89  11.08  1.00  0.01 
10  1616.07  105.07  1.05  0.07 
20  2106.59  246.52  1.37  0.16 
30  3225.08  103.23  2.09  0.07 
40  4547.26  100.76  2.95  0.07 
50  6416.09  125.78  4.17  0.08 
60  6947.78  105.99  4.51  0.07 
Table AII.8- Assay 44 data used in Figures II.14 and II.15. 
 
AII.1.2.8.  DOPC/DPPS 













0  1766.35  691.42  1.00  0.39 
5  1733.43  181.73  0.98  0.10 
10  2950.02  156.34  1.67  0.09 
15  3223.32  113.53  1.82  0.06 
20  4841.98  169.85  2.74  0.10 
25  5624.81  177.34  3.18  0.10 
30  4923.04  855.15  2.79  0.48 
40  4078.97  93.82  2.31  0.05 
Table AII.9- Assay 50 data used in Figures II.14 and II.15. 
 
AII.1.2.9.  DOPC/DOPE 













0  763.54  110.30  1.00  0.14 
10  1150.15  237.02  1.51  0.31 
20  1366.33  47.19  1.79  0.06 
30  1775.47  150.92  2.33  0.20 
40  2722.07  242.61  3.57  0.32 
50  3466.51  140.68  4.54  0.18 
60  3073.42  243.29  4.03  0.32 




AII.1.2.10.  DOPC/DPHPE 













0  651.08  227.16  1.00  0.35 
5  823.49  216.82  1.26  0.33 
10  1792.19  176.77  2.75  0.27 
15  2552.57  178.89  3.92  0.27 
20  3083.56  205.93  4.74  0.32 
25  3916.11  192.27  6.01  0.30 
30  5976.35  171.14  9.18  0.26 
40  5649.41  75.26  8.68  0.12 
Table AII.11- Assay 61 data used in Figures II.17 and II.18. 
 
AII.1.2.11.  DOPC/POG 













0  1230.08  952.07  1.00  0.48 
1  644.39  281.03  0.52  0.06 
3  871.57  363.66  0.71  0.27 
5  959.51  672.23  0.78  0.28 
7  704.86  70.39  0.57  0.27 
9  784.64  260.89  0.64  0.12 
10  815.26  376.33  0.66  0.32 
15  1003.41  266.78  0.82  0.22 
Table AII.12- Assays 54 and 58 data used in Figures II.21 and II.22. 
 
AII.1.2.12.  DOPC/SAG 













0  566.94  55.13  1.00  0.10 
1  735.65  212.06  1.30  0.37 
3  998.88  147.32  1.76  0.26 
5  971.16  136.18  1.71  0.24 
7  939.11  104.20  1.66  0.18 
9  1011.82  171.51  1.78  0.30 
10  1745.54  26.94  3.08  0.05 
Table AII.13- Assay 57 data used in Figures II.21 and II.22. Appendix II                   M.‐N. Tsaloglou                                                        Data Tables 
 
  AII.10
AII.1.2.13.  DOPC/DOG 













0  607.16  306.38  1.00  0.50 
2  5829.44  507.46  9.60  0.84 
4  2201.47  395.30  3.63  0.65 
6  741.04  125.00  1.22  0.21 
8  202.92  31.98  0.33  0.05 
10  175.02  5.40  0.29  0.01 
Table AII.14- Assay 17 data used in Figures II.21 and II.22. 
 
AII.1.2.14.  DOPC/SM 













0  831.96  79.25  1.00  0.10 
1  887.17  74.73  1.07  0.09 
3  889.09  157.52  1.07  0.19 
5  788.98  135.58  0.95  0.16 
7  617.66  47.50  0.74  0.06 
9  983.12  251.55  1.18  0.30 
10  889.04  169.08  1.07  0.20 
Table AII.15- Assay 24 data used in Figures II.24 and II.25. 
 
AII.1.2.15.  DOPC/DPHPC 













0  595.29  56.87  1.00  0.10 
5  612.20  67.58  1.03  0.11 
10  717.19  66.58  1.20  0.11 
15  1040.05  140.29  1.75  0.24 
20  955.30  117.10  1.60  0.20 
25  1225.93  35.48  2.06  0.06 
30  1599.39  182.40  2.69  0.31 
40  2060.88  83.40  3.46  0.14 




AII.1.2.16.  DOPC/C18:0 CER 
Molar % of  












0  570.09  44.33  1.00  0.08 
5  1093.88  100.69  1.92  0.18 
10  904.22  84.64  1.59  0.15 
15  954.46  31.67  1.67  0.06 
20  1017.00  39.84  1.78  0.07 
25  1289.21  122.53  2.26  0.21 
30  1014.93  219.30  1.78  0.38 
40  1704.81  257.12  2.99  0.45 
Table AII.17- Assay 41 data used in Figures II.27 and II.28. 
 
AII.1.2.17.  DOPC/C18:1 CER 
Molar % of  












0  729.34  94.57  1.00  0.13 
5  1055.29  146.62  1.45  0.20 
10  1265.34  73.50  1.73  0.10 
15  1409.89  227.27  1.93  0.31 
20  2295.06  431.26  3.15  0.59 
25  3248.49  140.04  4.45  0.19 
30  2168.25  100.09  2.97  0.14 
40  3858.57  48.10  5.29  0.07 
Table AII.18- Assay 42 data used in Figures II.27 and II.28. 
 
AII.1.2.18.  DOPC/DES 
Molar % of  












0  1783.73  291.99  1.00  0.16 
1  1918.14  266.61  1.08  0.15 
3  2032.75  119.80  1.14  0.07 
5  2306.37  143.43  1.29  0.08 
7  2463.85  138.36  1.38  0.08 
9  1806.87  327.68  1.01  0.18 
10  2747.69  207.20  1.54  0.12 
Table AII.19- Assay 26 data used in Figures II.35 and II.36. Appendix II                   M.‐N. Tsaloglou                                                        Data Tables 
 
  AII.12
AII.1.2.19.  DOPC/DESP 
Molar % of  












0  1656.51  273.55  1.00  0.17 
1  2187.39  126.59  1.32  0.08 
3  2162.76  122.33  1.31  0.07 
5  1867.71  71.02  1.13  0.04 
7  2078.85  136.16  1.25  0.08 
9  1995.62  196.96  1.20  0.12 
10  1763.79  343.32  1.06  0.21 
Table AII.20- Assay 27 data used in Figures II.35 and II.36. 
 
AII.1.2.20.  DOPC/CHOL 
Molar % of  












0  528.20  40.07  1.00  0.08 
1  757.38  50.96  1.43  0.10 
3  621.90  11.26  1.18  0.02 
5  967.28  6.80  1.83  0.01 
7  1100.44  122.15  2.08  0.23 
9  1090.06  18.57  2.06  0.04 
10  1051.17  189.57  1.99  0.36 
Table AII.21- Assay 46 data used in Figures II.39 and II.40. 
 
AII.1.2.21.  DOPC/C6:0 PG 
Molar % of  












0  599.93  102.45  1.00  0.17 
2  699.67  135.19  1.17  0.23 
4  712.75  124.53  1.19  0.21 
6  708.99  129.12  1.18  0.22 
8  866.12  56.79  1.44  0.09 
10  1107.08  30.18  1.85  0.05 
12  1870.22  187.39  3.12  0.31 




AII.1.2.22.  DOPC/C8:0 DG 
Molar % of  












0  434.49  16.20  1.00  0.04 
1  426.92  9.86  0.98  0.02 
3  695.95  144.23  1.60  0.33 
5  750.39  292.55  1.73  0.67 
7  869.49  34.83  2.00  0.08 
9  789.41  98.79  1.82  0.23 
10  1261.76  174.91  2.90  0.40 
Table AII.23- Assay 60 data used in Figures II.39 and II.40. 
 
AII.1.2.23.  DOPC/O COA 
Molar % of  












0  1103.39  260.90  1.00  0.21 
1  820.21  185.33  0.74  0.17 
3  911.15  183.88  0.83  0.17 
5  739.59  235.48  0.67  0.21 
7  950.57  343.11  0.86  0.31 
9  838.86  256.75  0.76  0.23 
10  983.04  347.65  0.89  0.32 
15  873.42  225.00  0.79  0.19 
Table AII.24- Assays 38 and 47 data used in Figures II.39 and II.40. 
 
AII.1.2.24.  DOPC/DOPE/CTAB 
Molar % of  













0  1411.56  204.02  1.00  0.14 
5  1569.82  135.94  1.11  0.10 
10  986.45  134.24  0.70  0.10 
15  475.49  16.65  0.34  0.01 
20  482.14  8.29  0.34  0.01 
25  240.86  189.26  0.17  0.01 




AII.1.2.25.  DOPC/DOPE/SDS 
Molar % of  













0  1570.37  424.96  1.00  0.27 
2.5  1128.02  100.14  0.72  0.06 
5  1910.20  468.72  1.22  0.30 
10  1595.81  343.63  1.02  0.22 
15  3890.53  455.19  2.48  0.29 
20  4126.60  352.40  2.63  0.22 
Table AII.26- Assay 75 data used in Figures II.42 and II.43. 
 
AII.1.2.26.  DOPC/DOPE/HDPC 
Molar % of  













0  1403.00  204.51  1.00  0.15 
5  372.11  29.40  0.27  0.02 
10  264.97  60.93  0.19  0.04 
15  294.10  29.32  0.21  0.02 
20  127.07  27.43  0.09  0.02 
25  111.82  105.82  0.08  0.08 
Table AII.27- Assay 70 data used in Figures II.42 and II.43. 
 
AII.1.2.27.  DOPC/DOPE/DHDMAB 
Molar % of  













0  2305.63  53.02  1.00  0.02 
3  2208.00  590.17  0.96  0.26 
5  1799.34  244.39  0.78  0.11 
10  1087.00  273.85  0.47  0.12 
15  550.52  109.88  0.24  0.05 
20  422.89  14.95  0.18  0.01 





AII.1.2.28.  DOPC/DOPE/C16EO8 
Molar % of  













0  2548.08  1092.62  1.00  0.43 
2.5  3341.98  223.28  1.31  0.09 
5  3345.14  294.39  1.31  0.12 
10  2146.35  73.00  0.84  0.03 
15  1710.30  270.81  0.67  0.11 
20  1727.31  67.94  0.68  0.03 
Table AII.29- Assay 76 data used in Figures II.42 and II.43. 








0  146.03  170.23 
0.005  56.07  11.35 
0.010  67.37  16.69 
0.050  191.31  13.15 
0.100  434.33  41.61 
1.000  364.33  558.86 
8.000  70.45  71.51 
20.000  65.58  66.84 
50.000  68.11  22.89 
Table AII.30- Assay 77 data used in Figure II.46. 








0  145.59  168.34 
0.005  45.76  8.50 
0.010  56.05  3.41 
0.050  37.09  2.06 
0.100  55.62  3.37 
1.000  105.62  60.96 
10.000  119.53  40.14 
20.000  56.73  27.92 
50.000  32.31  4.34 
100.00  34.40  31.08 




AII.2.  Data tables for cell cultures results (Chapter III) 
AII.2.1.  Cell sizing 





SD  Skewness  SD  Excess 
kurtosis  SD 
0  18.39  2.20  0.02  2.65E‐03  4.66  5.58E‐01 
3  17.73  1.90  0.05  5.36E‐03  1.51  2.27E‐02 
6  17.97  2.00 ‐ 0.10 ‐ 1.15E‐02  1.93  3.72E‐02 
9  18.06  2.26 ‐ 0.31 ‐ 3.84E‐02  1.20  1.44E‐02 
12  19.94  3.03 ‐ 0.04 ‐ 6.82E‐03  2.25  5.07E‐02 
24  18.92  2.60  0.85  1.17E‐01  2.75  7.57E‐02 
43  19.11  3.59  0.28  5.22E‐02  1.39  1.94E‐02 
144  15.61  1.90 ‐ 0.06 ‐ 7.19E‐03  1.51  2.27E‐02 
Table AII.32- Data used in Figures III.11 to III.13. 
 





SD  Skewness  SD  Excess 
kurtosis  SD 
10.50  18.33  3.36 ‐ 0.58 ‐ 1.06E‐01  0.19  3.48E‐04 
5.25  17.93  4.22 ‐ 0.84 ‐ 1.97E‐01  0.28  8.06E‐04 
2.63  18.13  4.27 ‐ 0.56 ‐ 1.32E‐01  1.12  1.24E‐02 
Table AII.33- Data used in Figures III.11 to III.13. 
 





SD  Skewness  SD  Excess 
kurtosis  SD 
3.00  19.07  4.16 ‐ 0.80 ‐ 1.75E‐01  1.24  1.55E‐02 
1.50  18.25  3.51 ‐ 0.68 ‐ 1.30E‐01  1.62  2.63E‐02 
0.75  18.77  3.29 ‐ 0.48 ‐ 8.38E‐02  2.10  4.43E‐02 







AII.2.2.  Control cultures 







0  13.61  3.54 
3  12.84  1.97 
6  5.36  0.60 
9  24.90  4.88 
12  6.70  2.24 
15  4.27  0.81 
18  5.57  1.87 
21  16.08  6.28 
Table AII.35- Data used in Figure III.10. 
 




/nmoles  SD  PE 
/nmoles  SD  d9PC 
/nmoles  SD 
0  7.42E‐05  3.86E‐05  1.68E‐05  1.20E‐05  1.53E‐07  8.36E‐08 
3  2.71E‐05  1.03E‐05  1.58E‐05  5.01E‐06  1.21E‐05  4.53E‐06 
6  6.68E‐05  2.99E‐05  1.70E‐05  2.32E‐06  6.58E‐05  2.37E‐05 
9  7.62E‐05  3.47E‐05  2.48E‐05  9.15E‐06  5.99E‐05  2.36E‐05 
12  5.20E‐05  6.18E‐06  2.08E‐05  1.30E‐06  7.03E‐05  4.17E‐06 
15  3.98E‐05  7.22E‐06  2.19E‐05  6.78E‐06  1.05E‐04  1.68E‐05 
18  6.27E‐05  1.36E‐05  2.20E‐05  2.49E‐06  1.48E‐04  3.25E‐05 
21  1.67E‐04  7.96E‐05  2.05E‐05  8.07E‐06  1.29E‐04  6.08E‐05 










AII.2.2.3.  Fatty acid membrane composition by ESI-MS 
AII.2.2.3.1. Endogenous PC 
 




species  0  3  6  9  12  15  18  21 
706 PC14:0/16:0  2.42  1.62  1.18  1.41  1.83  1.74  1.61  1.96 
718 PC16:0a/16:1  2.62  1.91  2.32  2.18  2.46  2.21  2.49  2.65 
720 PC16:0a/16:0  2.76  2.33  2.43  2.14  2.73  2.02  2.49  2.18 
732 PC16:0/16:1  4.97  4.18  5.04  4.40  4.53  4.46  4.73  4.94 
734 PC16:0/16:0  3.94  4.35  3.07  3.25  4.29  3.71  3.43  4.22 
744 PC16:0a/18:2  2.20  2.19  2.44  2.84  2.81  2.90  2.58  2.48 
746 PC16:0a/18:1  7.60  6.10  6.85  6.37  7.14  6.81  7.52  6.63 
748 PC16:0a/18:0  1.63  1.43  1.60  1.81  1.62  1.27  1.62  1.37 
758 PC16:0/18:2  2.33  2.95  4.23  4.75  3.67  3.45  3.47  3.75 
760 PC16:0/18:1  25.08  24.71 23.66  21.65 25.46  25.76  25.67  25.23
762 PC16:0/18:0  1.57  2.17  1.46  1.14  0.92  1.12  0.86  0.72 
768 PC16:0a/20:4  0.62  0.73  0.93  1.73  0.83  0.60  0.73  1.12 
770 PC18:1a/18:2  1.01  1.04  1.29  1.57  1.31  1.20  1.21  1.23 
772 PC18:0a/18:2  3.30  3.09  3.51  3.32  3.56  3.63  3.67  3.06 
774 PC18:0a/18:1  4.47  3.55  3.78  3.41  3.48  3.62  3.99  3.40 
782 PC16:0/20:4  0.53  0.77  0.78  1.88  0.89  0.72  0.76  1.47 
784 PC18:1/18:2  1.01  1.57  2.16  3.64  2.11  1.97  1.83  2.43 
786 PC18:0/18:2  10.88  12.84 13.37  12.36 13.80  14.75  14.18  11.95
788 PC18:0/18:1  12.67  11.02 9.89  7.18  7.20  8.12  7.28  7.46 
794 PC18:1a/20:4  0.93  1.06  1.18  1.85  0.99  0.77  1.02  1.42 
796 PC18:0a/20:4  0.65  0.72  0.93  1.62  0.70  0.55  0.69  1.11 
800 PC18:0a/20:2  1.26  1.35  1.36  1.08  1.30  1.43  1.48  1.13 
802 PC18:0a/20:1  0.70  0.80  0.67  0.55  0.61  0.79  0.70  0.55 
808 PC18:1/20:4  0.53  1.00  0.84  1.95  0.97  0.82  0.82  1.59 
810 PC18:0/20:4  0.64  0.94  0.86  1.94  0.86  0.82  0.78  1.69 
812 PC18:0/20:3  0.84  1.23  1.21  1.46  1.14  1.21  1.16  1.36 
814 PC18:0/20:2  2.56  3.16  2.90  2.37  2.76  3.29  3.02  2.29 
848 PC20:0a/22:6  0.28  1.18  0.06  0.14  0.04  0.22  0.21  0.60 
Table AII.37- Percentage data of endogenous PC class fatty acid chains per sample for 











species  0  3  6  9  12  15  18  21 
706 PC14:0/16:0  0.08  0.47  0.01  0.17  0.29  0.38  0.19  0.09 
718 PC16:0a/16:1  0.05  0.21  0.10  0.23  0.13  0.11  0.28  0.55 
720 PC16:0a/16:0  0.48  1.20  0.02  0.13  0.10  0.24  0.20  0.64 
732 PC16:0/16:1  0.37  0.79  0.39  0.43  0.10  0.28  0.21  0.19 
734 PC16:0/16:0  0.98  2.81  0.04  0.77  0.71  1.06  0.45  0.41 
744 PC16:0a/18:2  0.46  0.60  0.18  0.71  0.20  0.05  0.12  0.30 
746 PC16:0a/18:1  1.57  0.18  0.05  0.90  0.50  1.41  1.05  1.69 
748 PC16:0a/18:0  0.23  0.48  0.07  0.09  0.17  0.12  0.17  0.29 
758 PC16:0/18:2  0.25  0.57  0.25  0.67  0.06  0.45  0.17  0.56 
760 PC16:0/18:1  0.59  2.08  1.08  0.81  0.23  0.38  0.40  1.69 
762 PC16:0/18:0  0.37  1.75  0.06  0.07  0.60  0.19  0.54  0.38 
768 PC16:0a/20:4  0.12  0.07  0.14  0.63  0.07  0.03  0.12  0.31 
770 PC18:1a/18:2  0.16  0.15  0.11  0.32  0.07  0.05  0.09  0.19 
772 PC18:0a/18:2  0.32  0.45  0.12  0.59  0.22  0.51  0.27  0.84 
774 PC18:0a/18:1  1.05  0.28  0.04  0.58  0.17  0.91  0.46  0.71 
782 PC16:0/20:4  0.29  0.14  0.09  0.38  0.08  0.23  0.33  0.64 
784 PC18:1/18:2  0.28  0.37  0.14  0.86  0.19  0.47  0.41  0.59 
786 PC18:0/18:2  0.92  5.34  0.24  1.36  0.02  0.56  1.04  0.52 
788 PC18:0/18:1  1.27  4.29  0.07  1.11  0.16  0.40  0.18  1.60 
794 PC18:1a/20:4  0.18  0.05  0.25  0.54  0.08  0.08  0.11  0.34 
796 PC18:0a/20:4  0.07  0.13  0.17  0.38  0.05  0.06  0.23  0.28 
800 PC18:0a/20:2  0.15  0.27  0.00  0.09  0.04  0.27  0.15  0.24 
802 PC18:0a/20:1  0.11  0.02  0.06  0.05  0.06  0.15  0.05  0.09 
808 PC18:1/20:4  0.30  0.25  0.14  0.29  0.10  0.36  0.39  0.69 
810 PC18:0/20:4  0.36  0.04  0.12  0.30  0.09  0.30  0.37  0.75 
812 PC18:0/20:3  0.21  0.18  0.13  0.21  0.07  0.10  0.09  0.30 
814 PC18:0/20:2  0.30  1.07  0.10  0.22  0.11  0.33  0.28  0.50 
848 PC20:0a/22:6  0.23  1.06  0.04  0.11  0.00  0.20  0.12  0.61 
Table AII.38- Standard deviation for percentage data of endogenous PC class fatty 












species  0  3  6  9  12  15  18  21 
732 PC16:0/16:1  5.5E‐06  1.8E‐06  5.4E‐06  5.5E‐06  3.6E‐06  2.8E‐06  4.7E‐06  8.3E‐06 
746 PC16:0a/18:1  8.3E‐06  2.6E‐06  7.1E‐06  7.4E‐06  5.7E‐06  4.2E‐06  7.4E‐06  1.1E‐05 
760 PC16:0/18:1  2.8E‐05  1.1E‐05  2.5E‐05  2.7E‐05  2.0E‐05  1.6E‐05  2.5E‐05  4.2E‐05 
786 PC18:0/18:2  1.3E‐06  5.3E‐07  1.4E‐06  1.5E‐06  5.5E‐07  4.6E‐07  7.0E‐07  2.0E‐05 
788 PC18:0/18:1  1.4E‐06  5.0E‐07  1.0E‐06  8.4E‐07  2.9E‐07  2.6E‐07  3.5E‐07  1.2E‐05 
Table AII.39- Amounts (nmoles/cell) of most abundant species of endogenous PC 
class fatty acid chains for control cultures used in Figure III.19. 
 
 




species  0  3  6  9  12  15  18  21 
732 PC16:0/16:1  2.9E‐06  6.7E‐07  2.6E‐06  2.9E‐06  5.2E‐07  6.5E‐07  1.2E‐06  4.3E‐06 
746 PC16:0a/18:1  4.5E‐06  9.2E‐07  3.1E‐06  2.8E‐06  1.0E‐06  4.8E‐07  2.1E‐06  4.8E‐06 
760 PC16:0/18:1  1.5E‐05  3.7E‐06  1.2E‐05  1.2E‐05  2.5E‐06  3.0E‐06  5.7E‐06  1.9E‐05 
786 PC18:0/18:2  7.0E‐07  3.0E‐07  6.0E‐07  7.7E‐07  6.7E‐08  6.6E‐08  2.0E‐07  8.5E‐06 
788 PC18:0/18:1  6.6E‐07  3.2E‐07  4.5E‐07  2.9E‐07  3.8E‐08  3.3E‐08  6.7E‐08  4.4E‐06 
Table AII.40- Standard deviation for amounts (nmoles/cell) of most abundant species 














AII.2.2.3.2. Endogenous PE 
 




species  0  3  6  9  12  15  18  21 
716 PE16:0/18:2  1.86  1.70  2.45  2.10  2.48  2.32  2.23  1.74 
718 PE16:0/18:1  9.62  10.01 11.01  8.90  12.02  11.29  11.47  8.42 
732 PE18:0a/18:1  6.69  1.75  1.57  1.11  1.32  1.29  1.52  1.48 
742 PE18:1/18:2  2.33  1.74  3.24  3.93  3.80  3.51  3.30  2.56 
744 PE18:0/18:2  21.84  24.87 21.91  21.49  23.34  25.06  23.36  17.93
746 PE18:0/18:1  22.79  21.26 23.92  18.81  21.01  22.69  22.13  19.64
748 PE18:0/18:0  0.20  0.37  0.22  0.28  0.00  0.00  0.03  0.08 
764 PE16:0/22:6  1.03  0.97  1.03  1.27  1.11  0.97  0.86  1.21 
766 PE18:1/20:4  2.17  0.00  1.78  3.02  2.77  1.63  2.80  3.81 
768 PE18:0/20:4  8.09  1.85  4.81  9.77  8.34  7.06  7.12  14.01
770 PE18:0/20:3  3.23  4.01  3.58  3.91  3.83  3.78  4.01  4.89 
772 PE18:0/20:2  5.79  5.58  6.26  5.23  5.32  6.62  6.36  5.20 
774 PE18:0/20:1  1.25  2.46  1.87  1.70  1.18  1.27  1.31  1.33 
788 PE18:0a/22:1  0.29  2.29  1.60  1.36  0.31  0.42  0.41  0.51 
790 PE18:0a/22:0  0.90  6.09  3.52  2.30  1.47  1.11  1.28  2.10 
792 PE18:0/22:6  5.06  5.69  4.61  5.96  4.97  4.30  4.63  6.81 
794 PE18:0/22:5  3.45  2.92  2.49  3.13  3.14  2.33  3.18  3.59 
796 PE18:0/22:4  1.00  0.83  0.77  1.48  1.11  0.97  0.93  1.54 
798 PE18:0/22:3  0.85  2.06  1.16  1.52  0.95  1.27  1.06  0.99 
800 PE18:0/22:2  1.47  1.82  1.77  2.44  1.37  1.98  1.82  1.83 
814 PE20:4/22:5  0.08  0.61  0.04  0.02  0.09  0.10  0.11  0.08 
816 PE20:3/22:5  0.02  1.13  0.38  0.27  0.06  0.03  0.08  0.26 
Table AII.41- Percentage data of endogenous PE class fatty acid chains per sample for 
















species  0  3  6  9  12  15  18  21 
716 PE16:0/18:2  0.42  0.33  0.41  0.12  0.26  0.26  0.77  0.52 
718 PE16:0/18:1  0.56  1.23  0.34  0.37  1.71  2.15  0.93  1.23 
732 PE18:0a/18:1  4.41  1.23  0.06  0.08  0.06  0.04  0.13  0.23 
742 PE18:1/18:2  0.15  0.46  0.34  0.65  0.16  0.18  0.33  0.34 
744 PE18:0/18:2  2.24  8.35  1.16  0.96  1.44  2.08  3.06  2.54 
746 PE18:0/18:1  1.24  2.40  0.58  2.24  1.05  0.37  1.26  3.15 
748 PE18:0/18:0  0.23  0.63  0.26  0.42  0.00  0.00  0.05  0.14 
764 PE16:0/22:6  0.20  0.17  0.13  0.66  0.12  0.08  0.10  0.07 
766 PE18:1/20:4  1.04  0.00  1.64  1.52  0.82  1.63  0.34  0.99 
768 PE18:0/20:4  1.88  0.94  3.86  4.03  1.84  2.85  1.45  4.43 
770 PE18:0/20:3  0.38  0.98  0.18  0.38  0.27  0.12  0.45  0.75 
772 PE18:0/20:2  0.24  0.73  0.29  0.53  0.28  0.91  0.50  1.33 
774 PE18:0/20:1  0.11  0.99  1.54  0.69  0.36  0.17  0.28  0.17 
788 PE18:0a/22:1  0.09  0.57  2.18  0.87  0.06  0.14  0.16  0.29 
790 PE18:0a/22:0  0.48  2.72  3.91  0.67  0.17  0.35  0.42  1.02 
792 PE18:0/22:6  2.23  2.97  0.37  0.17  0.58  0.95  1.12  1.76 
794 PE18:0/22:5  1.12  0.23  0.99  0.32  0.75  0.64  1.37  0.79 
796 PE18:0/22:4  0.30  0.59  0.30  0.32  0.19  0.09  0.32  0.57 
798 PE18:0/22:3  0.20  0.44  0.19  0.54  0.06  0.09  0.05  0.58 
800 PE18:0/22:2  0.30  0.23  0.20  0.66  0.25  0.40  0.12  0.47 
814 PE20:4/22:5  0.05  0.58  0.07  0.04  0.08  0.11  0.10  0.13 
816 PE20:3/22:5  0.01  1.10  0.51  0.42  0.11  0.05  0.07  0.42 
Table AII.42- Standard deviation for percentage data of endogenous PE class fatty 

















species  0  3  6  9  12  15  18  21 
718 PE16:0/18:1  1.8E‐06  2.0E‐06  2.2E‐06  2.6E‐06  2.8E‐06  2.8E‐06  2.8E‐06  1.7E‐06 
732 PE18:0a/18:1  8.5E‐07  3.3E‐07  3.1E‐07  3.2E‐07  3.1E‐07  3.1E‐07  3.8E‐07  2.9E‐07 
744 PE18:0/18:2  4.4E‐06  4.2E‐06  4.7E‐06  5.3E‐06  4.9E‐06  5.5E‐06  5.4E‐06  4.1E‐06 
746 PE18:0/18:1  2.1E‐08  6.5E‐08  4.1E‐08  5.3E‐08  0.0E+00  0.0E+00  6.8E‐09  1.2E‐08 
768 PE18:0/20:4  1.7E‐06  4.0E‐07  9.8E‐07  3.0E‐06  1.9E‐06  1.6E‐06  1.7E‐06  2.8E‐06 
772 PE18:0/20:2  1.1E‐06  1.1E‐06  1.2E‐06  1.5E‐06  1.2E‐06  1.6E‐06  1.6E‐06  1.1E‐06 
790 PE18:0a/22:0  4.3E‐08  1.1E‐07  1.3E‐07  1.3E‐07  6.9E‐08  5.4E‐08  6.2E‐08  4.0E‐07 
792 PE18:0/22:6  2.4E‐07  1.1E‐07  1.8E‐07  3.5E‐07  2.3E‐07  2.0E‐07  2.3E‐07  1.5E‐06 
Table AII.43- Amounts (nmoles/cell) of most abundant species of endogenous PE class 
fatty acid chains for control cultures used in Figure III.21. 
 
 




species  0  3  6  9  12  15  18  21 
718 PE16:0/18:1  1.3E‐06  3.3E‐07  2.7E‐07  8.7E‐07  4.6E‐07  1.3E‐06  4.6E‐07  6.4E‐07 
732 PE18:0a/18:1  2.3E‐07  2.0E‐07  2.0E‐08  1.0E‐07  1.9E‐08  1.0E‐07  6.5E‐08  7.0E‐08 
744 PE18:0/18:2  3.3E‐06  7.7E‐07  4.4E‐07  1.7E‐06  4.4E‐07  1.6E‐06  3.4E‐07  2.0E‐06 
746 PE18:0/18:1  2.3E‐08  1.1E‐07  4.5E‐08  6.8E‐08  0.0E+00  0.0E+00  1.2E‐08  2.1E‐08 
768 PE18:0/20:4  1.7E‐06  3.1E‐07  8.0E‐07  1.9E‐06  4.7E‐07  3.0E‐07  2.4E‐07  9.5E‐07 
772 PE18:0/20:2  7.9E‐07  1.8E‐07  1.6E‐07  5.0E‐07  9.1E‐08  7.2E‐07  2.7E‐07  6.5E‐07 
790 PE18:0a/22:0  5.2E‐08  3.6E‐08  1.4E‐07  6.6E‐08  1.0E‐08  2.0E‐08  1.5E‐08  1.2E‐07 
792 PE18:0/22:6  2.7E‐07  6.0E‐08  3.2E‐08  1.3E‐07  3.6E‐08  2.3E‐08  4.3E‐08  8.6E‐07 
Table AII.44- Standard deviation for amounts (nmoles/cell) of most abundant species 











AII.2.2.3.3. Newly synthesised PC 
 




species  0  3  6  9  12  15  18  21 
687 d9PC14:0/14:0  4.22 0.22  0.10  0.09  0.13  0.12  0.11  0.14 
715 d9PC14:0/16:0  3.12 1.64  1.01  1.46  2.02  1.85  1.69  1.99 
727 d9PC16:0a/16:1  0.92 1.03  1.44  1.24  1.62  1.49  1.69  1.65 
729 d9PC16:0a/16:0  3.85 1.71  1.49  1.64  1.99  1.59  1.82  1.77 
741 d9PC16:0/16:1  4.29 5.32  6.47  4.46  5.34  5.37  5.48  5.23 
743 d9PC16:0/16:0  5.06 4.09  2.29  3.41  4.37  3.73  3.26  4.16 
753 d9PC16:0a/18:2  2.15 1.21  1.51  1.67  1.89  1.88  1.76  1.74 
755 d9PC16:0a/18:1  3.97 4.24  5.14  5.56  5.90  5.50  6.22  5.53 
757 d9PC16:0a/18:0  4.34 0.91  0.62  1.17  0.98  0.84  1.04  1.13 
767 d9PC16:0/18:2  2.31 4.51  6.15  5.38  4.66  4.32  4.26  4.59 
769 d9PC16:0/18:1  8.06 28.20 26.96 25.09 28.81 29.97  29.36  29.28
771 d9PC16:0/18:0  4.52 2.02  0.65  1.04  1.18  0.94  0.98  1.08 
777 d9PC16:0a/20:4  2.36 0.85  0.86  1.87  0.78  0.53  0.67  1.13 
779 d9PC18:1a/18:2  1.17 0.73  0.95  1.22  0.95  0.86  0.95  1.02 
781 d9PC18:0a/18:2  5.12 1.68  2.46  2.19  2.50  2.51  2.74  2.22 
783 d9PC18:0a/18:1  5.31 2.13  2.38  2.54  2.64  2.64  2.94  2.41 
791 d9PC16:0/20:4  2.39 1.18  0.97  2.33  1.04  0.88  0.89  1.66 
793 d9PC18:1/18:2  2.48 2.41  3.04  3.96  2.45  2.23  2.14  2.68 
795 d9PC18:0/18:2  4.41 15.10 17.18 12.59 14.79 15.94  15.82  12.24
797 d9PC18:0/18:1  3.18 10.18 8.93  7.73  7.76  8.50  7.52  7.93 
803 d9PC18:1a/20:4  3.01 1.08  0.99  1.89  0.81  0.60  0.87  1.32 
805 d9PC18:0a/20:4  2.49 0.67  0.71  1.43  0.55  0.43  0.54  0.97 
809 d9PC18:0a/20:2  3.30 1.09  1.09  0.81  1.07  1.19  1.25  0.95 
815 d9PC16:0/22:6  5.14 0.88  0.56  1.30  0.58  0.46  0.53  0.82 
817 d9PC18:1/20:4  3.68 1.52  1.05  2.48  1.06  0.86  0.94  1.65 
819 d9PC18:0/20:4  2.65 1.37  1.01  2.09  0.87  0.77  0.75  1.45 
821 d9PC18:0/20:3  2.94 1.57  1.41  1.46  1.09  1.22  1.18  1.23 
823 d9PC18:0/20:2  3.56 2.48  2.57  1.89  2.17  2.80  2.58  2.02 
Table AII.45- Percentage data of newly synthesised PC class fatty acid chains per 











species  0  3  6  9  12  15  18  21 
687 d9PC14:0/14:0  3.07  0.18  0.01  0.01  0.02  0.01  0.00  0.03
715 d9PC14:0/16:0  1.13  0.29  0.03  0.09  0.32  0.32  0.19  0.03
727 d9PC16:0a/16:1  0.87  0.19  0.06  0.29  0.05  0.08  0.15  0.25
729 d9PC16:0a/16:0  1.24  0.87  0.03  0.10  0.12  0.21  0.13  0.37
741 d9PC16:0/16:1  2.85  0.53  0.55  0.19  0.18  0.10  0.30  0.17
743 d9PC16:0/16:0  2.03  2.51  0.02  0.76  0.73  1.04  0.63  0.25
753 d9PC16:0a/18:2  0.81  0.33  0.05  0.52  0.16  0.04  0.07  0.12
755 d9PC16:0a/18:1  1.48  0.41  0.16  1.20  0.45  0.66  0.63  0.79
757 d9PC16:0a/18:0  2.07  0.50  0.23  0.10  0.06  0.10  0.19  0.13
767 d9PC16:0/18:2  0.43  0.37  0.17  0.65  0.07  0.24  0.08  0.61
769 d9PC16:0/18:1  4.82  3.11  1.27  1.41  0.50  0.13  0.85  1.41
771 d9PC16:0/18:0  1.66  2.12  0.10  0.26  0.23  0.20  0.10  0.13
777 d9PC16:0a/20:4  1.11  0.14  0.13  0.61  0.04  0.09  0.18  0.45
779 d9PC18:1a/18:2  1.01  0.10  0.05  0.29  0.06  0.04  0.08  0.17
781 d9PC18:0a/18:2  2.52  0.30  0.06  0.47  0.24  0.32  0.23  0.30
783 d9PC18:0a/18:1  1.79  0.23  0.09  0.37  0.17  0.45  0.15  0.46
791 d9PC16:0/20:4  1.15  0.19  0.16  0.42  0.10  0.27  0.37  0.64
793 d9PC18:1/18:2  1.77  0.34  0.32  0.59  0.22  0.37  0.38  0.58
795 d9PC18:0/18:2  1.67  3.34  0.05  0.75  0.40  0.91  1.67  1.07
797 d9PC18:0/18:1  0.63  2.29  0.29  0.76  0.30  0.75  0.39  1.46
803 d9PC18:1a/20:4  1.29  0.26  0.18  0.56  0.10  0.05  0.15  0.35
805 d9PC18:0a/20:4  0.61  0.06  0.14  0.36  0.05  0.08  0.27  0.28
809 d9PC18:0a/20:2  0.76  0.20  0.09  0.08  0.09  0.18  0.17  0.15
815 d9PC16:0/22:6  1.88  0.08  0.12  0.13  0.03  0.13  0.26  0.22
817 d9PC18:1/20:4  0.71  0.23  0.26  0.49  0.10  0.22  0.48  0.57
819 d9PC18:0/20:4  1.29  0.14  0.22  0.41  0.08  0.21  0.40  0.41
821 d9PC18:0/20:3  0.54  0.05  0.13  0.07  0.06  0.03  0.03  0.04
823 d9PC18:0/20:2  1.31  0.53  0.28  0.15  0.15  0.38  0.16  0.37
Table AII.46- Standard deviation for percentage data of newly synthesised PC class 












species  0  3  6  9  12  15  18  21 
741 d9PC16:0/16:1  5.0E‐09  6.4E‐07  4.3E‐06  2.7E‐06  3.8E‐06  4.2E‐06  8.7E‐06  6.7E‐06 
755 d9PC16:0a/18:1  6.1E‐09  5.1E‐07  3.4E‐06  3.2E‐06  4.2E‐06  4.2E‐06  9.9E‐06  7.0E‐06 
767 d9PC16:0/18:2  3.8E‐09  5.5E‐07  4.1E‐06  3.3E‐06  3.3E‐06  3.4E‐06  6.7E‐06  6.1E‐06 
769 d9PC16:0/18:1  1.3E‐08  3.4E‐06  1.8E‐05  1.5E‐05  2.0E‐05  2.4E‐05  4.6E‐05  3.8E‐05 
795 d9PC18:0/18:2  7.4E‐09  1.8E‐06  1.1E‐05  7.7E‐06  1.0E‐05  1.2E‐05  2.5E‐05  1.5E‐05 
797 d9PC18:0/18:1  4.9E‐09  1.2E‐06  5.9E‐06  4.5E‐06  5.4E‐06  6.6E‐06  1.2E‐05  1.0E‐05 
Table AII.47- Amounts (nmoles/cell) of most abundant species of newly synthesised 
PC class fatty acid chains for control cultures used in Figure III.23. 
 
 




species  0  3  6  9  12  15  18  21 
741 d9PC16:0/16:1  1.2E‐09  2.6E‐07  1.8E‐06  1.1E‐06  3.5E‐07  9.0E‐07  2.2E‐06  3.1E‐06 
755 d9PC16:0a/18:1  3.6E‐09  2.1E‐07  1.3E‐06  8.1E‐07  5.7E‐07  4.1E‐07  2.8E‐06  3.4E‐06 
767 d9PC16:0/18:2  2.5E‐09  2.3E‐07  1.6E‐06  1.6E‐06  2.3E‐07  9.2E‐07  1.4E‐06  3.4E‐06 
769 d9PC16:0/18:1  9.3E‐09  1.4E‐06  7.1E‐06  6.6E‐06  1.3E‐06  5.0E‐06  1.1E‐05  1.7E‐05 
795 d9PC18:0/18:2  6.5E‐09  9.4E‐07  4.0E‐06  3.3E‐06  9.0E‐07  2.2E‐06  7.4E‐06  6.4E‐06 
797 d9PC18:0/18:1  3.1E‐09  4.5E‐07  2.2E‐06  1.6E‐06  2.4E‐07  9.3E‐07  1.9E‐06  4.9E‐06 
Table AII.48- Standard deviation for amounts (nmoles/cell) of most abundant species 
of newly synthesised PC class fatty acid chains for control cultures used in Figure 
III.23. 
 
AII.2.2.3.4. Rate of new PC synthesis 
Time 
/hours 





0  4.03E‐06  1.51E‐06 
3  1.10E‐05  3.94E‐06 
6  6.65E‐06  2.62E‐06 
9  5.86E‐06  3.48E‐07 
12  5.23E‐06  1.12E‐06 
15  8.71E‐06  1.80E‐06 
18  6.17E‐06  2.90E‐06 
21  4.03E‐06  1.51E‐06 
Table AII.49- Data used in Figure III.25. Appendix II                   M.‐N. Tsaloglou                                                        Data Tables 
 
  AII.27
AII.2.3.  HDPC 
AII.2.3.1.  Cell viability 




cells  SD  % dead 
cells  SD  % dead 
cells  SD 
0  13.61  3.54  13.61  3.54  13.61  3.54 
3  9.31  3.40  9.64  0.48  8.21  1.66 
6  11.09  3.81  9.51  1.79  9.37  1.03 
9  12.48  3.45  16.05  3.92  10.85  2.00 
12  8.27  2.32  17.48  13.21  8.29  0.44 
15  13.22  8.96  9.42  2.15  8.22  1.44 
18  5.77  1.63  11.38  1.55  10.34  3.00 
21  8.47  0.34  3.61  0.77  9.13  2.31 
Table AII.50- Data used in Figure III.26. 
AII.2.3.2.  Total lipid content by ESI-MS 















0  7.42E‐05  3.86E‐05  7.42E‐05  3.86E‐05  7.42E‐05  3.86E‐05 
3  5.74E‐05  3.11E‐05  6.86E‐06  1.50E‐06  1.74E‐05  5.25E‐06 
6  7.60E‐05  4.60E‐05  1.37E‐05  4.39E‐06  4.44E‐05  1.83E‐05 
9  6.63E‐05  2.76E‐05  1.69E‐05  7.69E‐06  1.88E‐05  5.02E‐06 
12  8.59E‐05  2.18E‐05  3.25E‐05  1.47E‐05  4.32E‐05  1.46E‐05 
15  5.01E‐05  1.02E‐05  3.46E‐05  1.18E‐05  4.94E‐05  2.16E‐05 
18  3.56E‐05  1.80E‐05  3.88E‐05  4.74E‐06  3.31E‐05  7.39E‐06 
21  1.03E‐04  2.29E‐05  7.55E‐05  3.96E‐05  1.14E‐04  3.99E‐05 























0  1.68E‐05  1.20E‐05  1.68E‐05  1.20E‐05  1.68E‐05  1.20E‐05 
3  2.01E‐05  6.82E‐07  4.52E‐06  1.13E‐06  8.16E‐06  6.96E‐07 
6  1.84E‐05  7.12E‐06  8.54E‐06  4.15E‐06  1.04E‐05  1.79E‐06 
9  2.13E‐05  3.52E‐06  3.24E‐06  1.23E‐06  4.48E‐06  1.75E‐06 
12  2.50E‐05  1.80E‐06  7.39E‐06  1.44E‐06  5.81E‐06  5.88E‐07 
15  3.48E‐05  2.35E‐05  1.19E‐05  1.91E‐06  1.40E‐05  7.42E‐06 
18  1.22E‐05  3.89E‐06  8.86E‐06  1.08E‐06  1.03E‐05  2.95E‐06 
21  1.05E‐05  6.13E‐07  1.12E‐05  5.55E‐06  1.55E‐05  8.34E‐06 
Table AII.52- Endogenous PE data used in Figure III.28. 
 















0  1.53E‐07  8.36E‐08  1.53E‐07  8.36E‐08  1.53E‐07  8.36E‐08 
3  4.77E‐05  2.37E‐05  2.15E‐06  5.18E‐07  8.35E‐06  3.20E‐06 
6  4.18E‐05  3.10E‐05  1.15E‐05  5.49E‐06  2.50E‐05  1.26E‐05 
9  5.87E‐05  2.56E‐05  8.85E‐06  5.24E‐06  1.09E‐05  4.42E‐06 
12  1.11E‐04  3.74E‐05  2.14E‐05  1.15E‐05  2.43E‐05  6.60E‐06 
15  6.65E‐05  1.56E‐05  3.31E‐05  1.17E‐05  4.22E‐05  1.82E‐05 
18  4.20E‐05  2.22E‐05  3.28E‐05  7.60E‐06  4.02E‐05  9.07E‐06 
21  7.93E‐05  1.63E‐05  6.59E‐05  3.82E‐05  7.97E‐05  2.73E‐05 









AII.2.3.3.  Drug content by ESI-MS 















3  1.41E‐06  5.35E‐07  4.54E‐06  6.62E‐06  2.94E‐07  1.38E‐07 
6  2.97E‐06  9.69E‐07  1.75E‐06  1.29E‐06  7.95E‐07  2.23E‐07 
9  4.56E‐06  4.00E‐07  2.72E‐07  1.45E‐07  1.88E‐07  9.44E‐08 
12  6.49E‐06  1.93E‐06  1.67E‐06  1.50E‐07  9.15E‐07  4.29E‐08 
15  8.03E‐06  4.59E‐06  2.46E‐06  7.30E‐07  1.79E‐06  6.01E‐07 
18  4.70E‐06  5.46E‐07  2.90E‐06  4.23E‐07  1.84E‐06  9.02E‐07 
21  4.38E‐06  1.37E‐06  4.35E‐06  1.15E‐06  2.25E‐06  2.94E‐07 
Table AII.54- HDPC drug in membrane data used in Figure III.30. 
 




/arb  SD  k  
/arb  SD  k 
/arb  SD 
3  0.0066  0.0036  0.0143  0.0105  0.0028  0.0012 
6  0.0157  0.0074  0.0245  0.0146  0.0067  0.0029 
9  0.0192  0.0089  0.0050  0.0023  0.0031  0.0015 
12  0.0805  0.0279  0.0600  0.0016  0.0315  0.0060 
15  0.0545  0.0383  0.0883  0.0456  0.0578  0.0300 
18  0.0295  0.0119  0.1021  0.0101  0.0781  0.0507 
21  0.0244  0.0055  0.0749  0.0222  0.0244  0.0037 












AII.2.3.4.  Fatty acid membrane composition by ESI-MS 
For reasons of brevity, percentage values and standard deviation are only shown 
for the most abundant species. For all other species, see attached data CD. 
AII.2.3.4.1. Endogenous PC 
 
 




species  0  3  6  9  12  15  18  21 
732  PC16:0/16:1  4.38  5.08  5.21  4.19  4.88  4.60  4.49  3.88 
746  PC16:0a/18:1  7.09  6.30  7.10  7.36  8.19  8.55  8.64  8.27 
758  PC16:0/18:2  2.92  4.67  4.85  4.14  3.61  3.17  3.38  3.90 
760  PC16:0/18:1  24.96  23.70  23.42  22.78  26.85  27.41  27.02  24.13 
786  PC18:0/18:2  13.49  14.79  16.25  12.21  13.70  13.43  13.40  14.65 
788  PC18:0/18:1  8.27  7.91  7.21  9.91  7.98  8.16  7.73  7.35 
Table AII.56- Amounts (nmoles/cell) of most abundant species of endogenous PC 
class fatty acid chains for HDPC 10.50 μM used in Figures III.33 to III.36. 
 
 




species  0  3  6  9  12  15  18  21 
732  PC16:0/16:1  1.13  0.95  0.34  0.32  0.09  0.18  0.24  0.12 
746  PC16:0a/18:1  0.39  0.38  0.18  0.80  0.47  0.14  0.32  1.24 
758  PC16:0/18:2  0.46  0.27  0.33  0.46  0.10  0.17  0.14  0.47 
760  PC16:0/18:1  1.99  0.80  0.61  0.98  0.35  0.34  0.55  1.41 
786  PC18:0/18:2  4.66  1.86  4.19  0.15  0.69  0.15  0.61  0.29 
788  PC18:0/18:1  1.11  1.34  1.92  0.06  0.40  0.27  0.39  0.14 
Table AII.57- Standard deviation for amounts (nmoles/cell) of most abundant species 















species  0  3  6  9  12  15  18  21 
732  PC16:0/16:1  4.38  5.08 5.21 4.19 4.88 4.60  4.49 3.88
746  PC16:0a/18:1  7.09  6.30  7.10  7.36  8.19  8.55  8.64  8.27 
760  PC16:0/18:1  24.96  23.70  23.42  22.78  26.85  27.41  27.02  24.13 
786  PC18:0/18:2  13.49  14.79  16.25  12.21  13.70  13.43  13.40  14.65 
788  PC18:0/18:1  8.27  7.91  7.21  9.91  7.98  8.16  7.73  7.35 
Table AII.58- Amounts (nmoles/cell) of most abundant species of endogenous PC 
class fatty acid chains for HDPC 5.25 μM used in Figures III.33 to III.36. 
 
 




species  0  3  6  9  12  15  18  21 
732  PC16:0/16:1  1.13  0.95  0.34  0.32  0.09  0.18  0.24  0.12 
746  PC16:0a/18:1  0.39  0.38  0.18  0.80  0.47  0.14  0.32  1.24 
760  PC16:0/18:1  1.99  0.80  0.61  0.98  0.35  0.34  0.55  1.41 
786  PC18:0/18:2  4.66  1.86  4.19  0.15  0.69  0.15  0.61  0.29 
788  PC18:0/18:1  1.11  1.34  1.92  0.06  0.40  0.27  0.39  0.14 
Table AII.59- Standard deviation for amounts (nmoles/cell) of most abundant species 






























species  0  3  6  9  12  15  18  21 
732  PC16:0/16:1  4.38  5.06  5.05  4.27  5.10  4.43  4.10  4.33 
746  PC16:0a/18:1  7.09  6.21  7.23  7.74  8.52  8.62  9.58  6.48 
760  PC16:0/18:1  24.96  21.97  23.00  22.79  27.52  26.09  25.68  23.82 
774 PC18:0a/18:1  4.65  3.87  3.70  3.83  5.02  4.72  5.48  3.33 
786  PC18:0/18:2  13.49  11.82  13.13  11.63  13.11  13.05  11.87  12.33 
788  PC18:0/18:1  8.27  10.26  8.79  10.07  8.08  8.33  8.75  6.89 
Table AII.60- Amounts (nmoles/cell) of most abundant species of endogenous PC 
class fatty acid chains for HDPC 2.63 μM used in Figures III.33 to III.36. 
 
 




species  0  3  6  9  12  15  18  21 
732  PC16:0/16:1  1.13  0.26  0.34  0.30  0.28  0.31  0.25  0.18 
746  PC16:0a/18:1  0.39  0.13  0.96  0.55  0.21  0.18  0.08  0.42 
760  PC16:0/18:1  1.99  1.94  1.45  1.17  0.52  0.83  0.15  1.20 
774 PC18:0a/18:1  1.31  0.77  0.72  0.06  0.32  0.15  0.21  0.07 
786  PC18:0/18:2  4.66  0.10  1.63  0.41  0.38  0.17  0.45  0.41 
788  PC18:0/18:1  1.11  0.91  2.05  0.18  0.30  0.48  0.68  0.26 
Table AII.61- Standard deviation for amounts (nmoles/cell) of most abundant species 













AII.2.3.4.2. Newly synthesised PC 
 
 




species  3  6  9  12  15  18  21 
741  d9PC16:0/16:1  6.43  5.14  4.99  4.70  4.58  4.43  4.91 
743  d9PC16:0/16:0  6.43  5.14  4.99  4.70  4.58  4.43  4.91 
755  d9PC16:0a/18:1  4.80  4.88  4.39  5.25  5.71  6.46  5.99 
767  d9PC16:0/18:2  4.88  5.99  6.43  4.59  4.45  5.16  5.35 
769  d9PC16:0/18:1  30.60  29.04  28.13  31.94  32.57  28.80  31.16 
795  d9PC18:0/18:2  14.42  12.86  14.10  14.31  14.66  15.12  16.26 
797  d9PC18:0/18:1  9.67  8.31  7.92  7.84  8.33  7.51  7.45 
Table AII.62- Amounts (nmoles/cell) of most abundant species of newly synthesised 
PC class fatty acid chains for HDPC 10.50 μM used in Figures III.38 to III.39. 
 
 




species  3  6  9  12  15  18  21 
741  d9PC16:0/16:1  1.26  0.79  0.52  0.20  0.28  0.15  0.25 
743  d9PC16:0/16:0  1.43  1.19  0.63  0.45  0.25  0.07  0.25 
755  d9PC16:0a/18:1  0.37  1.01  0.67  0.11  0.84  0.30  0.48 
767  d9PC16:0/18:2  0.50  0.78  0.18  0.13  0.14  0.30  0.15 
769  d9PC16:0/18:1  1.52  2.36  1.27  0.10  1.36  1.25  1.13 
795  d9PC18:0/18:2  1.89  1.34  0.89  0.33  0.15  0.42  0.46 
797  d9PC18:0/18:1  2.43  0.84  0.28  0.40  0.43  0.53  0.65 
Table AII.63- Standard deviation for amounts (nmoles/cell) of most abundant species 
of newly synthesised PC class fatty acid chains for HDPC 10.50 μM used in Figures 
















species  3  6  9  12  15  18  21 
741  d9PC16:0/16:1  6.88 6.89 5.33 6.43 5.85  5.44  4.73
755  d9PC16:0a/18:1  4.43  5.59  5.76  6.38  6.60  7.22  6.56 
767  d9PC16:0/18:2  6.62  6.81  5.77  4.97  4.20  4.28  4.91 
769  d9PC16:0/18:1  27.29  28.20  27.23  32.32  34.15  33.11  30.14 
795  d9PC18:0/18:2  15.44  16.21  14.51  15.03  13.66  14.08  15.42 
797  d9PC18:0/18:1  6.45  6.35  8.84  8.26  8.62  8.08  7.28 
Table AII.64- Amounts (nmoles/cell) of most abundant species of newly synthesised 
PC class fatty acid chains for HDPC 5.25 μM used in Figures III.38 to III.39. 
 
 




species  3  6  9  12  15  18  21 
741  d9PC16:0/16:1  1.30  0.25  0.41  0.16  0.12  0.29  0.17 
755  d9PC16:0a/18:1  0.16  0.05  0.69  0.56  0.25  0.16  0.65 
767  d9PC16:0/18:2  0.63  0.26  0.45  0.10  0.10  0.19  0.25 
769  d9PC16:0/18:1  2.03  2.68  1.55  0.46  0.46  0.34  0.29 
795  d9PC18:0/18:2  0.43  0.89  0.19  0.59  0.37  0.67  1.21 
797  d9PC18:0/18:1  0.66  1.12  0.17  0.52  0.39  0.27  0.41 
Table AII.65- Standard deviation for amounts (nmoles/cell) of most abundant species 
of newly synthesised PC class fatty acid chains for HDPC 5.25 μM used in Figures 

























species  3  6  9  12  15  18  21 
741 d9PC16:0/16:1 6.70 6.31 5.36 6.40 5.50  4.95  4.76
755 d9PC16:0a/18:1  4.01  5.37  6.69  6.87  7.33  7.85  6.17 
767 d9PC16:0/18:2 6.30  6.29  5.11  4.25  3.79  3.52  5.32 
769 d9PC16:0/18:1 25.28  26.97  26.16  33.23  32.12  32.09  27.93 
795 d9PC18:0/18:2 15.31  15.32  13.65  13.93  14.31  13.45  13.09 
797 d9PC18:0/18:1 8.99  7.90  8.67  8.43  8.93  9.19  6.49 
Table AII.66- Amounts (nmoles/cell) of most abundant species of newly synthesised 
PC class fatty acid chains for HDPC 2.63 μM used in Figures III.38 to III.39. 
 
 




species  3  6  9  12  15  18  21 
741 d9PC16:0/16:1 0.69  0.63  0.26  0.27  0.39  0.26  0.26 
755 d9PC16:0a/18:1  0.37  0.71  0.70  0.33  0.07  0.29  0.37 
767 d9PC16:0/18:2 0.26  0.14  0.16  0.17  0.25  0.31  0.15 
769 d9PC16:0/18:1 0.98  1.54  0.83  0.09  0.52  0.51  1.51 
795 d9PC18:0/18:2 0.66  0.50  0.23  0.61  0.37  0.68  0.22 
797 d9PC18:0/18:1 0.62  1.64  0.46  0.33  0.65  0.96  0.14 
Table AII.67- Standard deviation for amounts (nmoles/cell) of most abundant species 













AII.2.3.4.3. Endogenous PE 
 
 




species  0  3  6  9  12  15  18  21 
718 PE16:0/18:1  10.07  14.58  10.65  10.53  11.68  12.58  10.98  11.73 
744 PE18:0/18:2  16.70  22.34  23.14  22.82  24.11  24.24  23.53  23.25 
746 PE18:0/18:1  13.79  25.58  21.82  21.63  25.15  26.65  24.24  24.77 
766 PE18:1/20:4  7.22  0.28  2.08  2.01  2.02  1.22  2.70  2.87 
768 PE18:0/20:4  11.29  2.33  7.12  6.82  5.62  3.77  7.33  6.31 
772 PE18:0/20:2  6.11  5.62  5.31  4.81  6.77  7.23  5.84  5.85 
792 PE18:0/22:6  3.11  5.09  4.65  4.89  4.56  4.05  4.06  4.24 
Table AII.68- Amounts (nmoles/cell) of most abundant species of endogenous PC 
class fatty acid chains for HDPC 10.50 μM used in Figures III.41 to III.42. 
 
 




species  0  3  6  9  12  15  18  21 
718 PE16:0/18:1  4.82  3.87  1.55  1.74  0.50  2.51  0.57  0.58 
744 PE18:0/18:2  8.71  1.45  2.01  1.04  1.19  0.62  0.26  0.92 
746 PE18:0/18:1  2.59  3.16  1.19  1.78  0.56  1.21  1.76  1.07 
766 PE18:1/20:4  1.05  0.35  1.78  1.10  0.22  1.06  0.48  0.50 
768 PE18:0/20:4  8.98  1.51  3.72  0.76  0.35  3.26  0.67  0.19 
772 PE18:0/20:2  2.87  1.21  0.94  0.91  0.11  1.01  0.33  0.31 
792 PE18:0/22:6  3.28  1.71  0.26  0.73  0.23  0.91  0.69  0.50 
Table AII.69- Standard deviation for amounts (nmoles/cell) of most abundant species 

















species  0  3  6  9  12  15  18  21 
718 PE16:0/18:1  7.89 9.08 11.06 10.76 15.81 16.26  15.20  10.94
744 PE18:0/18:2 21.78  21.58  21.16  21.27  25.38  25.75  23.16  22.74 
746 PE18:0/18:1 13.07  17.90  19.09  27.09  28.22  27.86  28.59  22.82 
766 PE18:1/20:4  5.01  5.29  5.27  1.08  1.15  0.94  1.08  3.40 
768 PE18:0/20:4  5.80  11.20  10.28  4.92  3.09  3.35  5.53  8.24 
772 PE18:0/20:2  7.56  3.87  3.93  4.97  6.28  6.47  6.47  5.79 
790 PE18:0a/22:0  5.29  2.17  1.78  3.03  0.68  0.29  0.40  1.03 
792 PE18:0/22:6  4.56  7.49  6.36  4.29  2.70  2.62  2.94  4.35 
Table AII.70- Amounts (nmoles/cell) of most abundant species of endogenous PC 
class fatty acid chains for HDPC 5.25 μM used in Figures III.41 to III.42. 
 
 




species  0  3  6  9  12  15  18  21 
718 PE16:0/18:1 4.39  0.49  2.15  1.79  0.28  0.34  0.72  1.55 
744 PE18:0/18:2 8.76  1.56  0.87  2.05  1.10  0.21  0.39  3.18 
746 PE18:0/18:1 2.24  0.93  1.21  2.14  1.29  1.02  2.36  1.79 
766 PE18:1/20:4 4.44  0.68  0.81  0.43  1.02  0.77  0.24  1.80 
768 PE18:0/20:4 9.26  1.05  2.03  1.29  1.41  0.15  0.50  3.48 
772 PE18:0/20:2 2.71  0.48  0.41  0.80  0.23  0.24  0.09  1.49 
790 PE18:0a/22:0  3.34  0.43  0.40  0.89  0.18  0.04  0.12  0.16 
792 PE18:0/22:6 2.97  0.39  0.60  1.53  0.29  0.22  0.47  0.59 
Table AII.71- Standard deviation for amounts (nmoles/cell) of most abundant species 
















species  0  3  6  9  12  15  18  21 
718 PE16:0/18:1 7.89 8.83 11.76 11.34 16.58 15.10  17.56  7.59
744 PE18:0/18:2 21.78  18.23  19.35  20.49  24.69  25.20  23.66  17.59 
746 PE18:0/18:1 13.07  22.25  22.59  25.56  27.70  27.27  28.43  18.42 
766 PE18:1/20:4 5.01  2.53  2.05  1.46  0.60  1.33  1.00  5.94 
768 PE18:0/20:4 5.80  7.60  8.54  4.64  3.64  3.90  3.64  18.03 
772 PE18:0/20:2 7.56  3.69  4.22  5.00  6.60  6.64  6.71  4.01 
790 PE18:0a/22:0  5.29  6.37  3.24  4.21  0.37  0.42  0.38  1.34 
792 PE18:0/22:6 4.56  6.41  6.48  5.46  2.58  2.87  2.27  5.81 
Table AII.72- Amounts (nmoles/cell) of most abundant species of endogenous PC 
class fatty acid chains for HDPC 2.63 μM used in Figures III.41 to III.42. 
 
 




species  0  3  6  9  12  15  18  21 
718 PE16:0/18:1 4.39  1.43  2.78  2.32  0.83  0.94  1.48  0.93 
744 PE18:0/18:2 8.76  3.03  1.33  2.34  0.97  0.39  2.39  1.21 
746 PE18:0/18:1 2.24  1.67  2.82  2.81  0.64  0.81  0.45  2.77 
766 PE18:1/20:4 4.44  1.42  1.35  1.35  0.51  0.29  0.18  1.52 
768 PE18:0/20:4 9.26  0.96  2.54  4.02  0.28  0.41  0.84  0.87 
772 PE18:0/20:2 2.71  0.21  0.32  0.50  0.63  0.61  0.78  0.37 
790 PE18:0a/22:0  3.34  1.34  0.36  2.43  0.13  0.20  0.17  0.49 
792 PE18:0/22:6 2.97  0.55  0.99  0.40  0.14  0.10  0.27  0.94 
Table AII.73- Standard deviation for amounts (nmoles/cell) of most abundant species 










AII.2.3.4.4. Rate of new PC synthesis 


















3  1.59E‐05  7.90E‐06  7.17E‐07  1.73E‐07  2.78E‐06  1.07E‐06 
6  6.96E‐06  5.16E‐06  1.91E‐06  9.15E‐07  4.17E‐06  2.11E‐06 
9  6.53E‐06  2.84E‐06  9.83E‐07  5.82E‐07  1.21E‐06  4.91E‐07 
12  9.27E‐06  3.12E‐06  1.78E‐06  9.58E‐07  2.02E‐06  5.50E‐07 
15  3.83E‐06  1.04E‐06  1.86E‐06  7.79E‐07  2.66E‐06  1.21E‐06 
18  2.52E‐06  1.23E‐06  1.87E‐06  4.22E‐07  1.81E‐06  5.04E‐07 
21  3.78E‐06  7.76E‐07  3.14E‐06  1.82E‐06  3.80E‐06  1.30E‐06 
Table AII.74- Data used in Figure III.42. 
 
AII.2.4.  CTAB 
AII.2.4.1.  Cell viability 




cells  SD  % dead 
cells  SD  % dead 
cells  SD 
0  13.61  3.54  13.61  3.54  13.61  3.54 
3  12.76  1.97  8.36  0.83  8.43  3.00 
6  10.82  2.40  9.70  1.58  8.86  1.16 
9  9.78  1.31  9.28  4.48  13.62  6.37 
12  8.18  1.36  7.24  1.99  9.02  2.30 
15  7.82  2.16  11.96  2.94  4.16  3.10 
18  6.71  0.50  8.97  2.05  7.78  1.54 
21  15.76  6.95  9.21  1.40  7.17  1.39 








AII.2.4.2.  Total lipid content by ESI-MS 















0  7.42E‐05  3.86E‐05  7.42E‐05  3.86E‐05  7.42E‐05  3.86E‐05 
3  1.42E‐05  1.02E‐05  1.07E‐04  2.30E‐05  2.10E‐05  8.25E‐06 
6  2.65E‐05  2.35E‐05  3.16E‐05  1.96E‐05  2.91E‐05  1.80E‐05 
9  6.15E‐05  2.71E‐05  5.96E‐05  1.81E‐05  5.14E‐05  1.99E‐05 
12  5.40E‐05  1.92E‐05  4.44E‐05  2.85E‐05  7.36E‐05  4.49E‐05 
15  5.31E‐05  3.65E‐05  5.51E‐05  4.47E‐05  7.95E‐05  6.42E‐05 
18  1.25E‐04  9.88E‐05  5.60E‐05  2.93E‐05  2.08E‐05  1.58E‐05 
21  3.93E‐05  3.33E‐05  2.06E‐05  1.53E‐05  7.02E‐05  1.62E‐05 
Table AII.76- Endogenous PC data used in Figure III.45. 
 















0  1.68E‐05  1.20E‐05  1.68E‐05  1.20E‐05  1.68E‐05  1.20E‐05 
3  3.55E‐06  2.41E‐06  1.39E‐05  6.91E‐06  1.08E‐05  1.93E‐06 
6  6.80E‐06  6.05E‐06  3.34E‐06  1.70E‐06  1.12E‐05  4.57E‐06 
9  1.13E‐05  3.20E‐06  1.69E‐05  6.42E‐06  1.37E‐05  1.66E‐06 
12  1.40E‐05  5.00E‐06  1.37E‐05  5.38E‐06  1.95E‐05  4.05E‐06 
15  1.62E‐05  9.26E‐06  1.19E‐05  8.22E‐06  2.80E‐05  1.71E‐05 
18  2.03E‐05  9.56E‐06  1.48E‐05  2.19E‐06  1.11E‐05  8.86E‐06 
21  1.09E‐05  5.28E‐06  8.13E‐06  5.47E‐06  1.33E‐05  3.33E‐06 

























0  1.53E‐07  8.36E‐08  1.53E‐07  8.36E‐08  1.53E‐07  8.36E‐08 
3  6.63E‐06  4.79E‐06  3.26E‐05  7.75E‐06  6.02E‐06  2.91E‐06 
6  2.31E‐05  2.16E‐05  1.68E‐05  9.81E‐06  1.89E‐05  1.39E‐05 
9  8.87E‐05  4.08E‐05  4.21E‐05  1.61E‐05  2.66E‐05  1.22E‐05 
12  1.15E‐04  3.30E‐05  4.80E‐05  3.95E‐05  9.57E‐05  5.25E‐05 
15  4.32E‐04  1.11E‐04  2.32E‐04  1.58E‐04  1.68E‐04  1.54E‐04 
18  5.58E‐04  4.45E‐04  6.79E‐05  4.46E‐05  5.25E‐05  4.04E‐05 
21  1.07E‐04  1.06E‐04  2.78E‐05  2.06E‐05  1.29E‐04  3.91E‐05 
Table AII.78- Newly synthesised PC data used in Figure III.47. 
 
AII.2.4.3.  Drug content by ESI-MS 















3  8.30E‐07  4.35E‐07  1.32E‐06  1.22E‐06  7.00E‐07  9.96E‐08 
6  2.98E‐06  2.02E‐06  3.53E‐07  1.63E‐07  1.82E‐06  3.19E‐07 
9  6.12E‐06  1.70E‐06  3.88E‐06  2.17E‐06  3.01E‐06  4.85E‐07 
12  5.84E‐06  2.68E‐06  2.22E‐06  4.05E‐07  2.37E‐06  7.32E‐07 
15  1.51E‐05  2.28E‐06  5.41E‐06  3.97E‐06  1.96E‐06  3.68E‐07 
18  5.83E‐06  3.18E‐06  2.33E‐06  7.17E‐07  1.09E‐06  8.35E‐07 
21  5.37E‐06  3.09E‐06  3.11E‐06  1.50E‐06  1.85E‐06  1.37E‐06 















/arb  SD  k  
/arb  SD  k 
/arb  SD 
3  0.0124  0.0083  0.0677  0.0625  0.0510  0.0118 
6  0.0306  0.0128  0.0164  0.0035  0.0268  0.0027 
9  0.1923  0.1471  0.0999  0.0208  0.2177  0.0559 
12  0.1889  0.0636  0.1481  0.0476  0.2285  0.1224 
15  0.0771  0.0285  0.1079  0.0987  1.0979  0.6011 
18  0.2666  0.1514  0.1612  0.0643  0.1295  0.1045 
21  0.0710  0.0496  0.1617  0.0787  0.0992  0.0450 





















AII.2.4.4.  Fatty acid membrane composition by ESI-MS 
For reasons of brevity, percentage values and standard deviation are only shown 
for the most abundant species. For all other species, see attached data CD. 
AII.2.4.4.1. Endogenous PC 
 
 




species  0  3  6  9  12  15  18  21 
732  PC16:0/16:1  4.38  6.27  6.24  7.57  6.16  6.71  6.76  4.12 
734 PC16:0/16:0  3.22  4.27  5.41  4.01  3.60  3.59  3.19  3.68 
746  PC16:0a/18:1  7.09  6.91  7.52  8.49  10.98  7.01  9.99  7.66 
758  PC16:0/18:2  2.92  4.43  4.22  4.63  3.87  5.46  4.40  3.92 
760  PC16:0/18:1  24.96  24.78  24.48  26.11  22.53  19.73  24.80  20.34 
786  PC18:0/18:2  13.49  13.60  10.21  13.07  12.00  11.39  13.61  12.48 
788  PC18:0/18:1  8.27  8.36  9.22  5.63  4.61  5.14  4.27  5.95 
Table AII.81- Amounts (nmoles/cell) of most abundant species of endogenous PC 
class fatty acid chains for CTAB 3.00 μM used in Figures III.51 to III.52. 
 
 




species  0  3  6  9  12  15  18  21 
732  PC16:0/16:1  1.13  0.66  0.37  0.24  0.66  0.28  0.02  0.88 
734 PC16:0/16:0  2.09  1.73  0.37  0.59  0.51  0.94  0.12  0.18 
746  PC16:0a/18:1  0.39  0.78  0.12  0.63  1.48  0.46  0.93  0.62 
758  PC16:0/18:2  0.46  0.27  0.17  0.22  0.37  0.53  0.32  0.55 
760  PC16:0/18:1  1.99  3.45 0.73 1.29 1.37 2.07  0.39 3.22
786  PC18:0/18:2  4.66  2.84  0.27  0.40  0.57  1.01  0.21  1.12 
788  PC18:0/18:1  1.11  2.44  0.14  0.91  0.19  0.54  0.22  1.28 
Table AII.82- Standard deviation for amounts (nmoles/cell) of most abundant species 













species  0  3  6  9  12  15  18  21 
732  PC16:0/16:1  4.38  6.55 6.11 5.78 5.34 4.20  5.04 3.81
746  PC16:0a/18:1  7.09  7.29  6.83  7.22  7.27  6.72  7.77  7.93 
760  PC16:0/18:1  24.96  26.66  24.88  24.72  25.58  20.29  25.37  19.13 
786  PC18:0/18:2  13.49  12.38  11.28  14.68  15.73  13.21  14.97  10.15 
788  PC18:0/18:1  8.27  9.36  9.76  5.64  5.91  5.86  6.22  5.86 
848 PC20:0a/22:6  2.16  0.23  0.78  0.79  0.92  4.60  1.03  7.49 
Table AII.83- Amounts (nmoles/cell) of most abundant species of endogenous PC 
class fatty acid chains for CTAB 1.50 μM used in Figures III.51 to III.52. 
 
 




species  0  3  6  9  12  15  18  21 
732  PC16:0/16:1  1.13  0.59  0.16  0.18  0.18  0.41  0.59  0.32 
746  PC16:0a/18:1  0.39  0.74  0.63  1.01  0.35  0.51  1.08  0.18 
760  PC16:0/18:1  1.99  0.83  0.70  0.47  0.52  0.95  2.20  1.59 
786  PC18:0/18:2  4.66  1.89  0.52  0.97  0.65  1.03  0.83  0.87 
788  PC18:0/18:1  1.11  2.28  0.18  0.56  0.95  0.90  1.01  0.73 
848 PC20:0a/22:6  0.27  0.06  0.17  1.03  0.76  5.86  1.50  6.89 
Table AII.84- Standard deviation for amounts (nmoles/cell) of most abundant species 


























species  0  3  6  9  12  15  18  21 
732  PC16:0/16:1  4.38  5.49 5.20 4.87 4.95 4.45  4.75 4.80
746  PC16:0a/18:1  7.09  6.24  5.92  5.49  6.80  6.16  6.49  6.51 
758 PC16:0/18:2  2.92  4.52  4.62  5.16  4.00  3.79  3.76  4.04 
760  PC16:0/18:1  24.96  20.97  21.32  23.23  24.51  24.94  24.71  24.31 
774 PC18:0a/18:1  13.49  10.55  10.94  14.95  14.84  16.45  14.83  15.02 
786  PC18:0/18:2  8.27  8.23  7.58  7.64  6.82  7.83  6.65  6.46 
Table AII.85- Amounts (nmoles/cell) of most abundant species of endogenous PC 
class fatty acid chains for CTAB 0.75 μM used in Figures III.51 to III.52. 
 
 




species  0  3  6  9  12  15  18  21 
732  PC16:0/16:1  1.13  0.50  0.40  0.18  0.21  0.17  0.19  0.11 
746  PC16:0a/18:1  0.39  0.16  0.32  0.24  0.42  1.79  1.16  0.96 
758 PC16:0/18:2  0.46  0.15  0.21  0.43  0.23  0.98  0.45  0.12 
760  PC16:0/18:1  1.99  2.26  1.06  0.74  0.26  1.22  0.38  1.03 
774 PC18:0a/18:1  4.66  0.67  0.29  0.29  0.28  2.51  1.20  0.79 
786  PC18:0/18:2  1.11  0.89  0.46  0.61  0.10  0.96  1.38  0.53 
Table AII.86- Standard deviation for amounts (nmoles/cell) of most abundant species 












AII.2.4.4.2. Newly synthesised PC 
 
 




species  3  6  9  12  15  18  21 
741  d9PC16:0/16:1  8.78  8.37  8.94  7.72  8.73  8.42  5.61 
743  d9PC16:0/16:0  3.91  5.65  3.27  3.50  3.07  2.81  2.96 
755  d9PC16:0a/18:1  4.14  5.43  7.32  9.68  5.62  8.27  6.89 
767  d9PC16:0/18:2  6.72  6.23  6.11  5.20  7.48  5.65  5.45 
769  d9PC16:0/18:1  27.95  27.05  29.35  27.23  23.51  29.37  25.40 
795  d9PC18:0/18:2  16.37  12.86  15.20  13.94  13.78  15.36  15.96 
797  d9PC18:0/18:1  6.71  7.60  4.89  4.71  4.62  4.47  5.51 
Table AII.87- Amounts (nmoles/cell) of most abundant species of newly synthesised 
PC class fatty acid chains for CTAB 3.00 μM used in Figures III.54 to III.55. 
 
 




species  3  6  9  12  15  18  21 
741  d9PC16:0/16:1  0.33  0.29  0.21  0.73  0.59  0.21  0.62 
743  d9PC16:0/16:0  0.86  0.32  0.17  0.55  0.74  0.22  0.37 
755  d9PC16:0a/18:1  0.93  0.31  0.35  0.82  0.31  0.47  0.39 
767  d9PC16:0/18:2  0.39  0.27  0.43  0.54  0.06  0.16  0.95 
769  d9PC16:0/18:1  3.90  0.31  0.92  1.46  1.45  0.38  2.86 
795  d9PC18:0/18:2  1.17  0.47  0.23  0.25  1.08  0.28  1.51 
797  d9PC18:0/18:1  1.32  0.63  0.11  0.46  0.20  0.39  0.65 
Table AII.88- Standard deviation for amounts (nmoles/cell) of most abundant species 
of newly synthesised PC class fatty acid chains for CTAB 3.00 μM used in Figures 
















species  3  6  9  12  15  18  21 
741  d9PC16:0/16:1  8.41 7.64 6.95 6.24 5.31  5.90  4.91
755  d9PC16:0a/18:1  5.53  5.42  6.67  6.60  6.74  6.64  7.98 
767  d9PC16:0/18:2  5.84  6.38  5.25  5.14  5.18  4.77  4.49 
769  d9PC16:0/18:1  29.32  27.06  28.48  28.56  25.10  28.00  24.71 
795  d9PC18:0/18:2  15.22  13.58  16.36  16.39  16.55  16.66  13.31 
797  d9PC18:0/18:1  7.90  8.35  5.74  5.72  6.43  6.31  6.02 
Table AII.89- Amounts (nmoles/cell) of most abundant species of newly synthesised 
PC class fatty acid chains for CTAB 1.50 μM used in Figures III.54 to III.55. 
 
 




species  3  6  9  12  15  18  21 
741  d9PC16:0/16:1  0.55  0.52  0.57  0.11  0.26  0.64  0.09 
755  d9PC16:0a/18:1  0.60  0.37  1.09  0.13  0.39  0.29  0.48 
767  d9PC16:0/18:2  0.21  0.50  0.45  0.12  0.21  0.42  0.08 
769  d9PC16:0/18:1  0.58  1.35  0.27  1.34  1.01  0.57  0.37 
795  d9PC18:0/18:2  1.46  0.16  0.64  1.21  0.58  0.66  0.86 
797  d9PC18:0/18:1  1.32  0.16  0.37  0.88  0.20  0.42  0.11 
Table AII.90- Standard deviation for amounts (nmoles/cell) of most abundant species 
of newly synthesised PC class fatty acid chains for CTAB 1.50 μM used in Figures 

























species  3  6  9  12  15  18  21 
741 d9PC16:0/16:1 6.90 5.47 5.38 5.70 5.10  5.50  5.44
755 d9PC16:0a/18:1  4.43  5.01  4.67  6.00  4.98  5.74  5.57 
767 d9PC16:0/18:2 6.54  6.51  5.97  5.17  4.48  4.42  4.78 
769 d9PC16:0/18:1 24.67  24.82  25.44  27.65  28.65  27.86  28.22 
795 d9PC18:0/18:2 12.72  12.26  15.92  17.35  17.27  17.03  16.84 
797 d9PC18:0/18:1 8.82  7.55  7.74  6.84  7.97  7.31  6.68 
Table AII.91- Amounts (nmoles/cell) of most abundant species of newly synthesised 
PC class fatty acid chains for CTAB 0.75 μM used in Figures III.54 to III.55. 
 
 




species  3  6  9  12  15  18  21 
741 d9PC16:0/16:1 0.42  0.50  0.73  0.12  0.16  0.26  0.10 
755 d9PC16:0a/18:1  0.21  0.81  0.84  0.34  0.95  0.50  0.24 
767 d9PC16:0/18:2 0.13  0.46  0.44  0.47  0.85  0.65  0.15 
769 d9PC16:0/18:1 2.12  0.94  1.35  0.80  2.31  1.53  0.20 
795 d9PC18:0/18:2 1.03  0.59  0.59  1.01  2.24  1.29  1.38 
797 d9PC18:0/18:1 0.55  0.32  0.37  0.50  1.17  0.67  0.28 
Table AII.92- Standard deviation for amounts (nmoles/cell) of most abundant species 













AII.2.4.4.3. Endogenous PE 
 
 




species  0  3  6  9  12  15  18  21 
718 PE16:0/18:1  7.89  12.09  11.01  14.76  16.16  6.28  15.86  10.28 
744 PE18:0/18:2  21.78  20.22  18.37  22.25  24.59  17.62  27.19  15.78 
746 PE18:0/18:1  13.07  19.87  23.51  20.07  19.80  14.59  17.26  15.32 
766 PE18:1/20:4  5.01  2.80  3.10  3.09  2.75  7.04  2.49  2.26 
768 PE18:0/20:4  5.80  10.14  11.19  9.44  7.29  17.39  6.20  4.05 
772 PE18:0/20:2  7.56  5.23  4.16  4.39  4.55  2.55  5.15  4.62 
790 PE18:0/20:4  5.29  1.30  0.99  0.89  1.02  1.86  0.90  9.54 
792 PE18:0/22:6  4.56  4.76  5.75  4.29  3.44  7.13  3.71  3.90 
794 PE18:0/22:5  1.42  3.52  4.00  3.46  2.41  5.33  2.72  2.12 
Table AII.93- Amounts (nmoles/cell) of most abundant species of endogenous PC 
class fatty acid chains for CTAB 3.00 μM used in Figures III.57 to III.59. 
 
 




species  0  3  6  9  12  15  18  21 
718 PE16:0/18:1  4.39  1.94  0.38  1.56  0.39  0.76  1.67  5.42 
744 PE18:0/18:2  8.76  3.79  1.50  0.93  0.76  2.20  0.94  5.21 
746 PE18:0/18:1  2.24  4.18  2.81  1.04  1.51  0.87  0.19  6.71 
766 PE18:1/20:4  4.44  0.75  0.86  0.41  0.50  1.28  0.55  1.98 
768 PE18:0/20:4  9.26  3.16  1.43  1.23  1.12  3.38  1.19  2.72 
772 PE18:0/20:2  2.71  1.54  0.50  0.31  0.55  1.25  0.48  1.22 
790 PE18:0/20:4  3.34  0.61  0.48  0.34  0.19  0.66  0.24  6.89 
792 PE18:0/22:6  2.97  0.78  0.42  0.62  0.27  0.80  0.29  3.42 
794 PE18:0/22:5  1.60  0.85  0.98  0.34  0.41  1.44  0.97  0.66 
Table AII.94- Standard deviation for amounts (nmoles/cell) of most abundant species 














species  0  3  6  9  12  15  18  21 
718 PE16:0/18:1 7.89 12.46 10.54 12.35 12.86 6.95  12.65  8.78
744 PE18:0/18:2 21.78  20.99  18.28  20.40  22.38  14.32  20.15  20.53 
746 PE18:0/18:1 13.07  24.88  23.38  19.57  19.08  15.65  18.61  19.90 
766 PE18:1/20:4 5.01  2.90  4.01  0.78  0.00  3.36  0.66  1.85 
768 PE18:0/20:4 5.80  10.77  13.27  6.29  3.36  7.06  1.81  6.34 
772 PE18:0/20:2 7.56  5.07  3.77  4.27  5.67  5.07  5.46  5.53 
774 PE18:0/20:1 2.49  1.25  0.87  1.56  1.58  5.31  1.52  1.53 
790 PE18:0a/22:0  5.29  0.81  0.71  4.19  5.62  5.08  10.78  4.85 
792 PE18:0/22:6 4.56  4.33  5.24  5.80  5.75  9.19  4.24  4.79 
Table AII.95- Amounts (nmoles/cell) of most abundant species of endogenous PC 
class fatty acid chains for CTAB 1.50 μM used in Figures III.57 to III.59. 
 
 




species  0  3  6  9  12  15  18  21 
718 PE16:0/18:1 4.39  1.53  2.37  2.03  1.94  2.31  4.57  0.41 
744 PE18:0/18:2 8.76  1.48  2.28  3.32  1.58  7.74  7.89  0.72 
746 PE18:0/18:1 2.24  0.99  1.60  2.55  1.63  7.49  2.21  2.61 
766 PE18:1/20:4 4.44  0.25  0.36  1.29  0.00  3.89  1.14  0.46 
768 PE18:0/20:4 9.26  2.35  3.34  1.61  2.87  3.05  2.69  1.89 
772 PE18:0/20:2 2.71  0.79  0.79  0.59  1.20  0.58  0.77  0.66 
774 PE18:0/20:1 1.62  0.14  0.31  0.73  0.19  5.91  0.28  0.20 
790 PE18:0a/22:0  3.34 0.43 0.38 1.04 1.29 3.60  12.63  0.55
792 PE18:0/22:6 2.97  0.62  0.98  1.64  0.95  7.75  0.17  1.31 
Table AII.96- Standard deviation for amounts (nmoles/cell) of most abundant species 















species  0  3  6  9  12  15  18  21 
718 PE16:0/18:1 7.89 7.03 5.46 7.55 12.17 10.02  9.68  8.80
744 PE18:0/18:2 21.78  16.24  15.95  22.63  22.43  24.12  14.29  21.06 
746 PE18:0/18:1 13.07  19.23  15.56  17.28  20.19  17.88  16.99  20.41 
766 PE18:1/20:4 5.01  5.81  7.44  1.02  1.18  0.61  2.05  2.15 
768 PE18:0/20:4 5.80  20.94  21.56  5.31  6.35  5.28  1.98  4.84 
772 PE18:0/20:2 7.56  2.65  2.65  5.20  5.40  6.14  4.18  3.99 
790 PE18:0a/22:0  5.29  1.03  1.09  5.75  3.71  4.54  7.88  6.95 
792 PE18:0/22:6 4.56  6.64  5.93  5.81  4.96  6.25  4.78  5.67 
800 PE18:0/22:2 2.74  0.92  1.23  2.00  1.45  2.17  7.35  0.85 
Table AII.97- Amounts (nmoles/cell) of most abundant species of endogenous PC 
class fatty acid chains for CTAB 0.75 μM used in Figures III.57 to III.59. 
 
 




species  0  3  6  9  12  15  18  21 
718 PE16:0/18:1 4.39  1.11  0.98  1.11  1.69  3.59  3.47  0.55 
744 PE18:0/18:2 8.76  0.67  1.06  0.56  0.16  1.41  11.32  0.87 
746 PE18:0/18:1 2.24  2.62  1.86  0.96  1.37  4.06  6.12  0.64 
766 PE18:1/20:4 4.44  0.94  1.26  0.90  1.51  0.73  2.02  1.26 
768 PE18:0/20:4 9.26  2.91  2.94  3.37  1.37  1.35  3.18  3.91 
772 PE18:0/20:2 2.71  0.70  0.59  0.83  1.20  1.30  2.85  0.16 
790 PE18:0a/22:0  3.34  0.18  0.49  2.84  0.73  4.08  3.67  3.54 
792 PE18:0/22:6 2.97 0.77 0.70 0.78 0.40 1.25  0.80  2.98
800 PE18:0/22:2 0.77  0.23  0.37  0.69  0.40  0.22  9.18  0.37 
Table AII.98- Standard deviation for amounts (nmoles/cell) of most abundant species 









AII.2.4.4.4. Rate of new PC synthesis 
 


















3  2.21E‐06  1.60E‐06  1.09E‐05  2.58E‐06  2.01E‐06  9.69E‐07 
6  3.86E‐06  3.60E‐06  2.80E‐06  1.64E‐06  3.15E‐06  2.31E‐06 
9  9.86E‐06  4.54E‐06  4.68E‐06  1.79E‐06  2.95E‐06  1.36E‐06 
12  9.59E‐06  2.75E‐06  4.00E‐06  3.30E‐06  7.98E‐06  4.38E‐06 
15  1.01E‐05  7.39E‐06  1.26E‐05  1.05E‐05  1.12E‐05  1.02E‐05 
18  1.96E‐05  2.11E‐05  5.47E‐06  2.48E‐06  2.92E‐06  2.24E‐06 
21  5.08E‐06  5.06E‐06  1.32E‐06  9.81E‐07  6.12E‐06  1.86E‐06 


















AII.3.  Data tables for PFK-1 results (Chapter IV) 








0.5  9.49  0.69 
2  11.11  1.34 
4  13.61  1.01 
6  12.64  0.70 
8  12.19  2.16 
14  12.23  1.22 
16  14.65  1.83 
18  15.75  4.20 
20  16.66  2.25 
25  20.67  0.97 
Table AII.100- Assay 68 data used in Figure IV.8. 
 
AII.3.2.  BsPFK-1 kinetics as a function of enzyme concentration 
 




















0  ‐8.35  0.60 ‐ 9.28  0.21 ‐ 9.92  0.61 
0.5  ‐113.68  109.31 173.14  591.15  14.97  1.81 
1  ‐131.84  105.30 433.37  66.16  958.13  317.40 
2.5  1240.18  105.00 3265.70  219.07  4166.84  224.59 
5  2734.09  196.26 5280.57  262.86  7992.65  242.36 
7.5  3944.24  287.82 8818.23  351.47  10507.55  143.01 
10  4462.03  494.89 9001.94  619.80  11872.14  188.86 
15  5982.13  518.62 11591.93  331.21  12766.62  1069.87 






AII.3.3.  BsPFK-1 kinetics as a function of lipid concentration 
 











0.01  3966.17  992.55 3738.25  774.61 
0.055  5338.62  278.42 5371.02  324.99 
0.1  6349.91  199.05 5922.49  645.30 
0.55  6412.08  195.62 5634.56  462.65 
1  7519.13  210.88 7483.78  566.59 
5.5  7109.35  305.60 7603.28  188.92 
10  7231.96  120.27 7595.03  113.73 
Table AII.102- Assay 88 data used in Figure IV.10. 
 











0  4112.68  1109.05  5391.00  173.78 
0.5  4928.79  111.94  5511.56  365.07 
1  5319.81  573.07  4886.46  65.00 
5  5509.63  562.19  7425.87  682.02 
10  7639.25  272.66  7814.99  1238.06 
25  7632.35  321.48  9188.67  550.35 
60  8115.93  621.30  9512.06  120.70 
100  9232.78  658.58  10307.08  224.93 
550  8694.10  211.18  10132.79  424.30 
1000  8421.92  542.42  10120.91  651.69 
5500  7504.54  793.59  10427.73  246.02 
10000  6377.08  818.66  9686.79  290.60 
















2  269.50  92.33 
5  464.78  158.51 
10  3068.55  182.34 
20  2869.74  292.14 
50  2300.75  432.58 
100  2301.63  445.90 
200  1685.28  76.20 
500  1672.32  135.19 
1000  8804.73  292.47 
Table AII.104- Assay 66 data used in Figure IV.13. 
 
  10 μM ATP 
(Assay 72) 
25 μM ATP 
 (Assay 73) 
50 μM ATP 




conversion  SD  Percentage 
conversion  SD  Percentage 
conversion  SD 
0.5  2.74  0.53  2.98  0.73  2.52  1.29 
3  3.56  1.11  2.89  0.63  3.62  0.92 
5  4.74  0.78  4.46  1.38  1.42  0.60 
10  7.12  0.29  3.14  0.68  1.26  0.36 
15  5.68  1.09  5.05  0.18  3.25  0.59 
20  8.82  0.85  5.13  1.41  4.47  2.01 





















0.01  343.25  228.13 
0.05  3213.64  237.99 
0.1  3831.66  154.43 
0.2  4726.79  260.16 
0.5  3928.71  326.82 
1  3897.53  465.55 
5  3290.03  344.27 
Table AII.106- Assay 94 data used in Figure IV.15. 
 




















5  705.71  169.71 424.07  18.22  867.22  301.15 
10  677.06  555.24 816.67  63.87  1115.20  283.20 
50  3329.54  350.47 5113.55  275.16  7985.88  297.96 
100  3843.01  186.14 5231.97  513.22  9101.60  313.24 
250  4089.52  233.61 6046.08  556.79  9560.47  147.71 
500  4319.33  76.89  6840.50  471.27  9479.03  351.64 
1000  4174.61  745.77 6555.22  347.56  9796.42  397.55 
1500  4361.14  897.06 6318.47  307.69  10003.89  165.53 





















10  391.73  78.31 
25  1183.85  173.92 
50  2592.85  41.73 
75  3039.34  177.68 
100  2662.39  373.94 
150  2860.02  831.85 
Table AII.108- Assay 111 data used in Figure IV.19. 
 
  5 μM PEP 
(Assay 112) 
25 μM PEP 
 (Assay 113) 
100 μM PEP 















10  359.27  9.94  314.56  45.18  48.79  15.92 
25  1141.56  48.52  506.21  181.38  88.68  28.16 
50  1804.59  231.67 1321.55  41.49  447.86  73.35 
75  1786.56  404.76 1379.22  563.36  828.86  238.56 
100  1812.54  273.42 1352.38  189.19  1246.79  58.22 
150  2187.89  309.35 2245.18  108.47  1779.32  133.53 
Table AII.109- Data used in Figure IV.19. 
 
  no PEP 
(Assay 101) 
5 μM PEP 
 (Assay 102) 
25 μM PEP 















0  72.32  58.71  106.70  28.58  59.50  9.73 
5  121.72  88.26 181.92 N/A 80.09  N/A
10  435.99  290.62  581.21  N/A  118.59  47.33 
50  1146.03  53.20  753.32  13.19  383.29  95.60 
100  1194.11  82.36  1070.44  163.15  888.73  70.78 
250  1182.93  154.80  1228.68  62.05  940.30  113.44 
500  1248.88  127.61  1214.69  103.71  1076.19  63.39 
1000  1075.34  96.24  1147.15  104.17  1271.64  64.58 
1500  625.76  150.05  1368.98  204.07  1148.39  109.62 





  5 μM PEP no lipid 
(Assay 112) 
5 μM PEP 100% DOPC 
 (Assay 116) 
5 μM PEP 50% OA 















10  359.27  9.94  117.36  80.05  335.51  88.89 
25  1141.56  48.52  826.18  134.43  935.07  55.05 
50  1804.59  231.67 1481.90  229.76  1308.70  189.30 
75  1786.56  404.76 1602.37  34.95  1396.79  158.61 
100  1812.54  273.42 1565.38  169.37  1860.90  182.30 
150  2187.89  309.35 2041.56  39.75  2156.31  128.51 
Table AII.111- Data used in Figure IV.21. 
 
 
  5 μM PEP no lipid 
(Assay 102) 
5 μM PEP 100% DOPC 
 (Assay 105) 
5 μM PEP 50% OA 















0  106.70  28.58 ‐ 8.15  0.26  83.09  61.05 
5  181.92  N/A  263.73  70.91  263.32  73.47 
10  581.21  N/A  388.86  91.52  435.70  63.48 
50  753.32  13.19  1869.16  304.71  2041.40  345.78 
100  1070.44  163.15 2782.55  593.87  3221.09  186.43 
250  1228.68  62.05  2941.76  214.40  3300.39  414.80 
500  1214.69  103.71 3328.60  141.83  3154.65  73.00 
1000  1147.15  104.17 3421.27  613.67  3490.58  272.27 
1500  1368.98  204.07 3022.81  289.34  3773.13  344.63 










  25 μM PEP no lipid 
(Assay 103) 
25 μM PEP 100% DOPC 
 (Assay 106) 
25 μM PEP 50% OA 















10  59.50  9.73 ‐ 103.43  45.33  408.59  121.28 
25  80.09  N/A  565.47  11.60  683.49  99.63 
50  118.59  47.33 ‐ 32.53  48.15  487.45  162.55 
75  383.29  95.60  1076.31  1141.65  1697.77  158.59 
100  888.73  70.78  1869.02  83.60  2588.83  373.74 
250  940.30  113.44 2039.56  162.85  3133.47  274.78 
500  1076.19  63.39  2148.79  283.13  2624.15  136.33 
1000  1271.64  64.58  2375.25  9.80  2414.17  40.82 
1500  1148.39  109.62 2362.59  455.02  2685.20  160.42 
Table AII.113- Data used in Figures IV.23 to IV.24. 
 
  100 μM PEP no lipid 
(Assay 114) 
100 μM PEP 100% DOPC 
 (Assay 118) 
100 μM PEP 50% OA 















10  48.79  15.92  320.47  206.46  172.29  67.32 
25  88.68  28.16  284.97  240.58  248.64  80.25 
50  447.86  73.35  617.82  195.88 ‐ 402.86  398.46 
75  828.86  238.56 814.22  362.01  652.48  79.19 
100  1246.79  58.22  1459.03  42.68  1069.15  347.18 
150  1779.32  133.53 1468.98  131.70  1617.79  327.67 





















10  252.60  31.47 
25  694.37  31.02 
50  578.86  57.74 
75  663.02  53.71 
100  651.25  77.82 
150  562.73  115.48 
Table AII.115- Assay 123 data with no lipid and no PEP used in Figure IV.32. 
 
  5 μM ADP 
(Assay 124) 
25 μM PEP 
 (Assay 125) 
100 μM PEP 















10  225.34  8.64  250.86  52.41  101.64  92.26 
25  502.67  40.40  520.06  197.78  490.89  21.12 
50  723.17  66.60  766.79  116.10  610.18  107.87 
75  816.72  44.21  686.88  80.27  784.06  172.44 
100  874.02  70.65  887.31  79.83  511.07  84.20 
150  450.87  205.41 849.06  150.67  420.70  215.96 










10  864.11  483.64 
25  1616.27  146.62 
50  1860.59  179.86 
75  1748.47  236.87 
100  1879.49  117.99 
150  2096.02  176.04 





  5 μM ADP 100% 
DOPC (Assay 128) 
25 μM PEP100% 
DOPC  (Assay 129) 
100 μM PEP100% 















10  480.62  108.44  667.90  81.72  957.42  47.87 
25  1259.55  117.84  1586.57  114.04  3316.81  406.85 
50  1617.76  138.96  1706.15  126.56  7902.18  1235.43 
75  1619.03  274.30  1786.65  90.58  9319.07  225.31 
100  1913.46  307.99  2024.28  200.99  9050.94  463.50 
150  1937.94  114.83  2082.84  191.24  10103.85  434.19 









10  642.09  179.91 
25  1598.33  60.07 
50  2058.95  98.46 
75  2455.49  277.78 
100  2044.29  225.92 
150  2432.43  287.80 
Table AII.119- Assay 131 data with 50% OA and no PEP used in Figure IV.39. 
 
  5 μM ADP 50% OA 
(Assay 132) 
25 μM 50% OA  
(Assay 133) 
















10  606.19  194.91  326.39  143.75  597.15  85.28 
25  1816.49  380.14  914.64  70.98  3097.36  370.15 
50  1803.00  92.67  1707.14  205.24  3895.54  1252.93 
75  1908.85  97.87  2383.80  372.19  4862.27   N/A 
100  2157.69  282.91  2345.22  215.26  3720.08   N/A 
150  3261.11  469.71  2638.77  321.28  9693.11  555.22 
Table AII.120- Data used in Figure IV.34, IV.35 and IV.39. 
  
 
 
 
 
Appendix III 
 
 
 
Matlab code used for program used in Chapter III data 
analysis 
(see attached data disc) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 